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ABREVIATURAS 
3MBz   3-metilbenzoato 
A   adenina 
A600   densidad óptica medida a 600 nm 
aa   aminoácido(s) 
ADP   adenosina difosfato 
Apr   resistencia a ampicilina 
ATP   adenosina 5’-trifosfato 
b   base (s) 
BCR   benzoil-CoA reductasa 
Bq   Bequerelio (2.7x10-11 Ci) 
BSA   seroalbúmina bovina 
C   citosina 
ºC   grado centígrado 
cDNA   DNA complementario 
Ci   Curio (3.7x1010 Bq) 
Cmr   resistencia a cloranfenicol 
CoA   coenzima A 
CRP   proteína receptora de AMPc (cAMP receptor protein) 
Ct   carboxilo-terminal 
Da   Dalton 
dATP   desoxiadenosina 5’-trifosfato 
dCTP   desoxicitidina 5’-trifosfato 
DEPC   dietilpirocarbonato 
dGTP   desoxiguanosina 5’-trifosfato 
DMSO   dimetilsulfóxidoDNA ácido desoxirribonucleico 
dNTP   desoxinucleótido trifosfato 
DTT   ditiotreitol 
dTTP   desoxitimidina 5’-trifosfato 
EDTA   ácido etilendiaminotetracético 
FAD   dinucleótido de flavina y adenina 
FADH   dinucleótido de flavina y adenina reducido 
G   guanina 
Gmr   resistencia a gentamicina 
GTP   guanosina 5’-trifosfato 
h   hora 
His6   secuencia de aminoácidos compuesta por 6 histidinas 
HTH   motivo hélice-giro-hélice 
IPTG   isopropil-β-D-tiogalatopiranósido 
kb   1000 pares de bases 
Kd   constante de disociación aparente 
Abreviaturas 
ii 
kDa   1000 Dalton 
Kmr   resistencia a kanamicina 
LB   medio Lysogeny Broth 
m/v   relación masa/volumen 
M63   medio mínimo M63 
min   minuto 
ml   mililitro 
mM   milimolar 
NAD   nicotinamida-adenina-dinucleótido 
NADH+H+  nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
NADP   fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleótido 
NADPH+H+  fosfato de nicotinamida-adenina-dinucleótido reducido 
NCBI   National Center for Biotechnology Information 
nm   nanómetro 
nt   nucleótido(s) 
Nt   amino-terminal 
PAGE   electroforesis en gel de poliacrilamida 
pb   pares de bases 
PCR   reacción de amplificación en cadena con DNA polimerasa termorresistente 
PDB   Protein Data Bank 
RBS   secuencia de unión al ribosoma 
Rfr   resistencia a rifampicina 
RNA   ácido ribonucleico 
mRNA   RNA mensajero 
RNAP   RNA polimerasa 
RNAt   RNA de transferencia 
rpm   revoluciones por minuto 
RT-PCR  reacción de retrotranscripción acoplada a PCR 
σ   factor sigma de la RNA polimerasa 
SDS   dodecilsulfato sódico 
T   timina 
TAE   tampón Tris-Acetato-EDTA 
TBE   tampón Tris-Borato-EDTA 
TE   tampón Tris-EDTA 
Tris   tri(hidroximetil)aminometano 
U   unidad de actividad enzimática 
UTP   uridina trifosfato 
UV   ultravioleta 
v/v   relación volumen-volumen 
X-gal   5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido
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1. La biodegradación de compuestos aromáticos 
Los compuestos aromáticos constituyen el segundo tipo de compuestos orgánicos 
más distribuido en la Naturaleza, sólo por detrás de los carbohidratos. Se trata de un 
grupo muy variado en su composición, ya que entre ellos encontramos por ejemplo 
flavonoides, quinonas, aminoácidos e hidrocarburos componentes de los combustibles 
fósiles. También son compuestos aromáticos los monómeros de la lignina (compuestos 
fenólicos), que es el segundo polímero más abundante en la naturaleza tras la celulosa 
(Adler, 1977). Las actividades humanas están relacionadas con la liberación en el medio 
ambiente de una importante cantidad y variedad  de compuestos aromáticos (dioxinas, 
nitroaromáticos, bifenilos policlorados, etc.) que no existían anteriormente en la biosfera 
en las concentraciones en las que se encuentran en el presente (xenobioóticos) (Rieger et 
al., 2002). La categoría de compuesto aromático no se aplica sólo al benceno y sus 
derivados, sino que también se hace extensiva a compuestos cíclicos con dobles enlaces 
conjugados que poseen un número de átomos de carbono diferente de 6 en el anillo 
aromático (por ejemplo el furano) y a los compuestos heterocíclicos, como por ejemplo 
sucede con los derivados de la piridina y el tiofeno. Todos estos compuestos siguen la 
regla de Hückel, según la cual un compuesto aromático es una molécula cíclica, plana, 
conjugada y que posee 4n+2 (n es un número entero positivo) electrones π 
deslocalizados (Vollhardt y Schore, 1994). A pesar de la gran variedad existente de 
compuestos aromáticos, el metabolismo de las moléculas derivadas del benceno es el 
más estudiado en lo que se refiere a su degradación. La elevada estabilidad 
termodinámica del anillo bencénico ha permitido su uso en muchos campos de la 
industria (disolventes, insecticidas, polímeros artificiales, etc.) así como la explotación de 
muchos compuestos naturales en cuya estructura está incluido (resinas, antibióticos, 
etc.). Sin embargo, la cara negativa de esta estabilidad es la elevada persistencia en el 
medio ambiente de los compuestos en los que se encuentra, tanto naturales como 
xenobióticos, que en muchas ocasiones poseen una elevada toxicidad (McLeod y Eltis, 
2008). Un grupo de compuestos aromáticos arquetípico en cuanto a su estabilidad y 
carácter recalcitrante lo constituyen los denominados BTEX, mezcla de benceno, 
tolueno, etilbenceno y xilenos. Estos cuatro compuestos se producen en elevadas 
cantidades y pueden ser contaminantes de acuíferos y de sedimentos, procedentes de 
filtraciones o vertidos de petróleo o de derivados de éste (Lin et al., 2002). La toxicidad 
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de estos compuestos es variable, pero las consecuencias adversas que puede 
experimentar un organismo cuando se expone a ellos van desde daños dermatológicos 
leves a efectos sobre el sistema nervioso central o leucemias (Chee-Sanford et al., 1996). 
Dada la enorme diversidad fisiológica microbiana, que representa un papel clave 
en el ciclo del carbono, no resulta sorprendente que un gran número de bacterias haya 
evolucionado para degradar los compuestos orgánicos más frecuentes en el medio 
ambiente, entre los que se encuentran los persistentes compuestos aromáticos. La 
plasticidad de los clusters génicos apoyada por la promiscuidad funcional de muchas de 
las enzimas implicadas en la degradación de los compuestos aromáticos permite la 
adaptación de los microorganismos al catabolismo de los nuevos xenobióticos que se 
liberan en la naturaleza y guardan similitud estructural con los compuestos naturales 
(Díaz, 2004; McLeod y Eltis, 2008). La Biología Molecular es una herramienta 
fundamental que puede ser empleada para aumentar la capacidad de adaptación de las 
bacterias en el medio ambiente, realizando las modificaciones oportunas que les permita 
degradar más eficazmente los compuestos aromáticos que se liberan en grandes 
cantidades al medio ambiente como consecuencia de la actividad humana. La selección 
de microorganismos para reducir los vertidos tóxicos (mineralización, acumulación, 
biotransformación), así como el diseño de biosensores permite disponer de nuevas 
herramientas para hacer frente a la contaminación medioambiental (Cases y de Lorenzo, 
2005b; de Lorenzo, 2008). 
Existen dos estrategias que los microorganismos emplean para la degradación de 
compuestos aromáticos, en función de la presencia o ausencia de oxígeno en el proceso. 
El catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos ha sido objeto de un extenso 
estudio (McLeod y Eltis, 2008). El metabolismo anaeróbico es primigenio respecto al 
aeróbico, pero sin embargo ha sido mucho menos estudiado. El estudio de las bases 
bioquímicas y genéticas de la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos plantea 
la dificultad intrínseca del trabajo con microorganismos que muestran dificultades para 
el crecimiento en medios de cultivo habituales y para su manipulación genética (Moore, 
1966). 
En el metabolismo de compuestos aromáticos, tanto aeróbico como anaeróbico, 
los compuestos se procesan a través de una gran variedad de “rutas periféricas” 
mediante la activación de moléculas de diferente estructura que convergen en una serie 
limitada de metabolitos intermediarios que a su vez se canalizan hacia el metabolismo 
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central a través de unas pocas “rutas centrales”, lo que también se conoce con el 
nombre de “embudo catabólico” (Harayama y Timmis, 1989). 
1.1. Catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos 
Una de las características del catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos es 
que el oxígeno no se comporta sólo como un aceptor final de electrones, sino que 
también actúa como cosustrato en algunas etapas clave.  El oxígeno es imprescindible 
para procesos como la hidroxilación y posterior ruptura del anillo aromático por parte 
de enzimas de tipo oxigenasa (Parales y Resnick, 2006; Vaillancourt et al., 2006). 
La estrategia más frecuente para la 
mineralización aeróbica de los compuestos 
aromáticos se basa en la desestabilización de la 
molécula mediante rutas periféricas que incorporan 
grupos hidroxilo en el anillo. La adición de estos 
grupos provoca una desestabilización electrónica en el 
anillo, que ve alterado el número de sus pares de 
electrones libres y por tanto se vuelve más inestable a 
la par que reactivo. Bajo estas condiciones el 
compuesto aromático es sustrato de oxigenasas que 
catalizan la apertura del anillo mediante la adición de 
oxígeno. El compuesto alifático originado sufrirá una 
oxidación progresiva que terminará con la 
incorporación de los metabolitos resultantes al ciclo 
de Krebs. 
Las oxigenasas que incorporan los grupos 
hidroxilo al anillo bencénico pueden ser 
monooxigenasas o dioxigenasas en función de que 
incorporen uno o dos grupos hidroxilo, 
respectivamente (Gibson y Parales, 2000). Los 
Figura 1. Esquema de algunas de las rutas periféricas e intermediarios centrales del
catabolismo aeróbico bacteriano de compuestos aromáticos. La figura muestra algunos 
de los intermediarios centrales dihidroxilados más frecuentes: el catecol y sus derivados (3-
metilcatecol, 4-metilcatecol, protocatecuato y homoprotocatecuato), el gentisato y el
homogentisato. Los metabolitos centrales aparecen sombreados en gris (figura modificada 
de Blázquez, 2009). 
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compuestos aromáticos derivados que se forman (catecol, protocatecuato, 
homoprotocatecuato, gentisato, homogentisato, etc.) pueden portar uno, dos o tres 
grupos hidroxilo. En la Figura 1 se muestra un esquema de algunas rutas periféricas que 
generan los principales intermediarios catecólicos que se originan por la actividad de las 
oxigenasas. Las enzimas que catalizan la transformación inicial de los compuestos 
aromáticos en las rutas periféricas son más o menos específicas de sus sustratos y 
frecuentemente se inducen por ellos (Heider y Fuchs, 1997). Otra característica 
frecuente de la degradación de compuestos aromáticos es que un mismo compuesto 
puede degradarse a través de distintas rutas catabólicas como ocurre, por ejemplo, con el 
tolueno (Figura 1). 
Los intermediarios centrales en los que confluyen las diferentes rutas periféricas 
experimentan la apertura del anillo por parte de dioxigenasas específicas (Harayama y 
Rekik, 1989; Harayama y Timmis, 1992; van der Meer y col., 1992; Harwood y Parales, 
1996). El tipo de dioxigenasa que actúa varía en función de la posición del enlace de 
ruptura del anillo respecto a los grupos hidroxilo. Las intradiol dioxigenasas 
(dependientes de Fe3+) catalizan la denominada “ruptura orto” entre dos grupos 
hidroxilo. En cambio, las extradiol dioxigenasas (dependientes de Fe2+) catalizan la 
“ruptura meta” adyacente a uno de los grupos hidroxilo. Otras dioxigenasas de ruptura 
son capaces de catalizar la apertura de compuestos monohidroxilados, como el 2-
aminofenol (Takenaka et al., 1997) y el 1-hidroxi-2-naftoato (Iwabuchi y Harayama, 
1998). También existen dioxigenasas que actúan sobre compuestos trihidroxilados como 
el hidroxiquinol (Armengaud et al., 1999) y el ácido gálico (Nogales et al., 2005). 
1.2. Catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos 
A pesar de que el catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos está mucho 
menos estudiado que el catabolismo aeróbico, un gran número de hábitats de gran 
importanca ecológica en los que no está presente el oxígeno presentan contaminación 
por compuestos aromáticos. Acuíferos subterráneos, sedimentos acuáticos, lechos 
sumergidos y hábitats acuáticos estáticos en los que existen abundantes fuentes de 
carbono representan buenos ejemplos de regiones de la biosfera en las que están 
presentes compuestos aromáticos y en las que no abunda el oxígeno (Lovley, 2003). En 
muchos de estos entornos naturales contaminados, los microorganismos degradadores 
de compuestos aromáticos constituyen un pilar fundamental de los ciclos 
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biogeoquímicos (Evans y Fuchs, 1988; Lovley, 2001; Widdel y Rabus, 2001; Gibson y 
Harwood, 2002; Lovley, 2003; Heider, 2007). La  baja reactividad química de los 
compuestos aromáticos requiere la acción de una maquinaria bioquímica especializada 
que, además de resultar de un gran interés a nivel de ciencia básica y estudios evolutivos, 
posee un gran interés industrial por sus potenciales aplicaciones biotecnológicas. De 
hecho, algunas reacciones que hasta hace unos pocos años sólo se conocían en el campo 
de la química orgánica, ahora se sabe que también se desarrollan en procesos 
bioquímicos de microorganismos anaeróbicos, como la reducción anaeróbica del 
benzoato (conocida como reducción de Birch) y la carboxilación anaeróbica del fenol 
(carboxilación de Kobe-Schmitt) (Fuchs, 2008). 
A pesar de que se han estudiado en profundidad algunos de los procesos 
bioquímicos propios de la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos, los 
determinantes génicos y los mecanismos reguladores relacionados con ellos no se han 
estudiado con la misma profundidad. Las técnicas de secuenciación de genomas han 
permitido obtener en los últimos tiempos una información más completa del potencial 
catabólico de diferentes proteobacterias que degradan anaeróbicamente compuestos 
aromáticos como por ejemplo Rhodopseudomonas palustris CGA009 (α-proteobacteria 
fotótrofa; Larimer et al., 2004), Magnetospirillum magneticum AMB-1 (α-proteobacteria 
desnitrificante; Matsunaga et al., 2005), Aromatoleum aromaticum EbN1 (β-proteobacteria 
desnitrificante; Rabus et al., 2005), Thauera sp. MZ1T (β-proteobacteria desnitrificante; 
CP001281), Geobacter metallireducens GS-15 (δ-proteobacteria reductora de hierro; Butler et 
al., 2007), Syntrophus aciditrophicus SB (δ-proteobacteria fermentadora; McInerney et al., 
2007). Las bacterias que degradan anaeróbicamente compuestos aromáticos pueden 
utilizar diferentes aceptores finales de electrones, que pueden ser moléculas como NO3- 
(que se reduce a NO2- o N2; Spormann y Widdel, 2000), Fe3+ (reducido a Fe2+; Coates et 
al., 2001), SO42- (reducido a SO32- o SO2-; Morasch et al., 2004; Peters et al., 2004), o de 
forma menos frecuente Mn4+, ClO4-, Cr4+, V4+, óxido de trimetilamina, dimetil sulfóxido 
(DMSO), fumarato, etc. (Coates et al., 2002; Gibson y Harwood, 2002; Lovley, 2003; 
Chakraborty y Coates, 2004). En los procesos fermentativos la fuente de carbono se 
degrada anaeróbicamente a través de una serie de reacciones en las que los aceptores de 
electrones son compuestos orgánicos y el ATP se forma mediante fosforilación a nivel 
de sustrato. El rendimiento energético de este proceso en muchas ocasiones no permite 
una mineralización total de los compuestos aromáticos, que se transforman en 
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metabolitos cuya degradación completarán microorganismos sintróficos (Evans y Fuchs, 
1988; Elshahed et al., 2001). 
La identificación de las cepas bacterianas presentes en los ambientes anóxicos 
revela la presencia frecuente de microorganismos encuadrados en el género Azoarcus. 
Los primeros miembros de este taxón se aislaron por primera vez en la rizosfera de 
Leptochloa fusca (L.) Kunth (hierba de Kallar) y mediante los primeros análisis fisiológicos 
se definieron como microorganismos no desnitrificantes (Reinhold-Hurek et al., 1993) 
con actividad nitrogenasa (Fries et al., 1994). Los estudios posteriores aumentaron el 
número de especies identificadas dentro del género Azoarcus y demostraron que muchas 
de estas mostraban metabolismo desnitrificante en presencia de diversos compuestos 
aromáticos suministrados como única fuente de carbono y energía. Algunas de las 
nuevas especies identificadas presentaban un metabolismo anaerobio estricto, A. 
anaerobius (Springer et al., 1998), mientras que otras eran anaerobias facultativas, como A. 
evansii (Anders et al., 1995), A. tolulyticus (Zhou et al., 1995), A. toluvorans (Fries et al., 1994; 
Song et al., 1999), A. toluclasticus (Song et al., 1999) y A. buckelii (Mechichi et al., 2002). La 
bacteria A. aromaticum EbN1 (Rabus y Widdel, 1995) en un principio se identificó como 
un miembro del género Azoarcus, pero en la actualidad se clasifica como un miembro del 
nuevo género Aromatoleum. Todos los miembros del género Azoarcus poseen motilidad, 
debida en la mayoría de los casos a un único flagelo polar (Anders et al., 1995; Song et al., 
1999), y casi todos ellos presentan morfología de diplobacilo, si bien algunas cepas 
cultivadas en m-xileno en condiciones desnitrificantes (Hess et al., 1997) presentan 
morfología de coco. El trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha llevado a  cabo con 
la cepa Azoarcus sp. CIB, que posee la capacidad de degradar anaeróbicamente diversos 
compuestos aromáticos como por ejemplo m-xileno, tolueno, benzoato, fenilacetato y 3-
hidroxibenzoato (López-Barragán et al., 2004a). 
En los siguientes apartados se analizarán  de forma breve los principales clusters 
génicos que codifican las rutas periféricas y centrales de la degradación anaeróbica de los 
compuestos aromáticos. 
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Figura 2. Rutas periféricas del catabolismo anaeróbico de los compuestos
monoaromáticos. Un amplio rango de compuestos aromáticos (enmarcados en diferentes
recuadros coloreados en la figura) se degrada a través de diferentes rutas periféricas dando
lugar a un número limitado de intermediarios centrales (flechas rellenas), tales como benzoil-
CoA, 2-aminobenzoil-CoA, 3-hidroxibenzoil-CoA, 3-metilbenzoil-CoA, 6-hidroxinicotinato,
resorcinol, floroglucinol e hidroxihidroquinona. Todos estos compuestos son
desaromatizados y canalizados al metabolismo central de la célula a través de las
denominadas rutas centrales. Como se puede apreciar, algunos de los compuestos
aromáticos pueden ser degradados a través de diferentes rutas periféricas y centrales. El tipo
de metabolismo respiratorio de la bacteria anaeróbica es en muchos casos determinante
para la presencia de uno u otro tipo de ruta. 
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1.2.1. Rutas periféricas del catabolismo anaeróbico de 
compuestos aromáticos 
Como se ha indicado anteriormente, las rutas periféricas son las encargadas de 
transformar o eliminar grupos funcionales de los compuestos aromáticos para 
convertirlos en uno de los intermediarios centrales del catabolismo de este tipo de 
moléculas. Como se muestra en la Figura 2, los principales intermediarios centrales del 
catabolismo anaeróbico de los compuestos monoaromáticos homocíclicos son: benzoil-
CoA (y sus derivados 2-amino, 3-hidroxi y 3-metil), floroglucinol, hidroxihidroquinona y 
resorcinol (Heider y Fuchs, 1997; Harwood et al., 1999; Gibson y Harwood, 2002; 
Fuchs, 2008; Carmona et al., 2009). En algunos casos las rutas periféricas consisten en 
un único paso de activación, como ocurre por ejemplo con el benzoato, el 3-
hidroxibenzoato y el 2-aminobenzoato, que se activan a sus correspondientes aril-CoA 
ésteres. En otros casos las rutas periféricas consisten en múltiples reacciones 
encadenadas conducentes a transformar el compuesto aromático en el metabolito 
intermediario. Cualquier compuesto que vaya ser degradado a través de la ruta del 
benzoil-CoA debe poseer en su estructura un grupo carboxilo o un grupo alquilo capaz 
de ser oxidado para dar lugar al correspondiente carboxilo. En los casos en los que esto 
no es así, el compuesto sufre una carboxilación para dar lugar al ácido aromático 
derivado, que será activado como un tioéster de CoA (Gibson y Harwood, 2002; 
Schühle y Fuchs, 2004).  
1.2.1.1. Activación de ácidos orgánicos aromáticos con tioésteres de 
CoA: rutas anaeróbicas y rutas híbridas 
Varios de los metabolitos intermediarios presentados en la Figura 2 son 
compuestos activados con un grupo CoA, que representa un elemento de 
desestabilización del anillo aromático similar al ejercido por los grupos hidroxilo en la 
degradación aeróbica de compuestos aromáticos (Heider y Fuchs, 1997). Los modelos 
bioquímicos propuestos sugieren que la tioesterificación con CoA no sólo supondría 
una disminución del potencial redox de la molécula sustrato, sino que podría jugar un 
importante papel en el transporte y acumulación de los ácidos aromáticos en el interior 
de la bacteria (Harwood y Gibson, 1986), así como facilitar su reconocimiento por las 
enzimas implicadas en su degradación (Heider y Fuchs, 1997). 
La tioesterificación de ácidos orgánicos con CoA es un paso clave en la 
degradación anaeróbica de multitud de compuestos aromáticos, pero no se trata de un 
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paso exclusivo de este tipo de rutas. Se han descrito rutas aeróbicas para el catabolismo 
de compuestos aromáticos en las que el sustrato para las reacciones de oxigenación es 
un tioéster de CoA del compuesto aromático (Gescher et al., 2005). Estas rutas se 
denominan “rutas aeróbicas híbridas” y se han identificado en la degradación de los 
ácidos fenilacético, benzoico y aminobenzoico, entre otros, en numerosos 
microorganismos (Altenschmidt y Fuchs, 1992; Ferrández et al., 1998; Bains y 
Boulanger, 2007). 
se cree podrían representar una ventaja adaptativa para los microorganismos 
anaerobios facultativos que habitan en medios en los que se producen oscilaciones 
frecuentes en la concentración de oxígeno, puesto que el tioéster de CoA del compuesto 
aromático puede ser sustrato tanto de rutas aeróbicas como anaeróbicas (Niemetz et al., 
1995; Fuchs, 2008) 
1.2.1.2. Actividades CoA ligasa 
Las enzimas encargadas de la tioesterificación con CoA de los ácidos aromáticos 
se conocen como CoA ligasas. De forma genérica podemos decir que se trata de 
enzimas formadas por un único tipo de subunidad cuyo tamaño oscila entre los 48 y los 
65 kDa (Heider y Fuchs, 1997). Para llevar a cabo su catálisis requieren un cofactor, el 
Mg2+, así como dos sustratos, CoA y ATP. El CoA se incorpora al compuesto aromático 
y el ATP se hidroliza a AMP + 2Pi. 
Algunos ejemplos representativos de enzimas CoA-ligasas que han sido 
caracterizadas y cuyos genes han sido clonados y secuenciados son los siguientes: 
 Benzoato-CoA ligasas: R. palustris (Egland et al., 1995), T. aromatica (Schühle et al., 
2003), Azoarcus sp. CIB (López-Barragán et al., 2004a), Burkholderia xenovorans 
LB400 (Bains y Boulanger, 2007). 
 4-hidroxibenzoato-CoA ligasas: R. palustris (Biegert et al., 1993), T. aromatica 
(Gibson et al., 1994). 
 Fenilacetato-CoA ligasas: A. evansii (Mohamed y Fuchs, 1993), P. putida U 
(Miñambres et al., 1996), E. coli (Ferrández et al., 1998). 
En algunos microorganismos, como por ejemplo T. aromatica, además de las CoA 
ligasas citadas anteriormente se han caracterizado otras CoA ligasas, tales como la 3-
hidroxibenzoato-CoA ligasa implicada en el catabolismo anaeróbico de 3-
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hidroxibenzoato (Laempe et al., 2001) y la 2-aminobenzoato-CoA ligasa implicada en el 
catabolismo aeróbico y anaeróbico de 2-aminobenzoato (Schühle et al., 2003). En A. 
evansii se han caracterizado dos benzoato-CoA ligasas (Mohamed et al., 2001) y dos 2-
aminobenzoato-CoA ligasas (Schühle et al., 2001) cada una de estas isoenzimas 
implicada en la degradación aeróbica o anaeróbica de benzoato y 2-aminobenzoato, 
respectivamente. Por otro lado, en R. palustris también se ha purificado y caracterizado 
una 3-clorobenzoato-CoA ligasa (Samanta y Harwood, 2005), implicada en la 
degradación de dicho derivado halogenado. Por lo tanto, existen diferentes CoA ligasas 
codificadas en los genomas de los microorganismos. 
En la Tabla 1 se presenta una selección de enzimas CoA-ligasas que actúan sobre 
el benzoato y algunos de sus derivados. Como se puede observar estas enzimas 
presentan unas características similares en cuanto su masa molecular y pI. La benzoato-
CoA ligasa BCLM de B. xenovorans LB400 (Bains y Boulanger, 2007) es la primera CoA 
ligasa que ha sido cristalizada y cuya estructura tridimensional ha sido desentrañada 
(PDB 2V7B). La estructura de la proteína ha permitido ubicar los aminoácidos 
necesarios para la actividad catalítica y proponer un modelo de interacción de las 
benzoato-CoA ligasas con sus sustratos (Bains y Boulanger, 2007). 
Tabla 1. Características principales de una selección de actividades CoA ligasas que
actúan sobre el benzoato y sus derivados. En la tabla se muestran diferentes actividades
CoA ligasas que han sido identificadas en rutas catabólicas de compuestos aromáticos, junto
a su sustrato preferente y a los microorganismos en los que se identificaron, así como
algunos parámetros básicos de las proteínas responsables de estas actividades: tamaño, T
(en aa); masa molecular, Mm (en kDa); punto isoeléctrico (pI). 
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Las actividades CoA ligasa poseen una gran interés biotecnológico, ya que los 
tioésteres de CoA constituyen un grupo de intermediarios activados que poseen papeles 
clave en diferentes rutas bioquímicas. El benzoil-CoA, por ejemplo, es sustrato en las 
plantas de diferentes actividades enzimáticas relacionadas con la transferencia de grupos 
benzoilo en rutas biosintéticas de compuestos tales como la cocaína y el taxol (Beuerle y 
Pichersky, 2002). 
1.2.2. Rutas centrales del catabolismo anaeróbico de compuestos 
aromáticos 
Las diversas rutas periféricas canalizan la degradación de los compuestos 
aromáticos hacia un número reducido de metabolitos (Figura 2). Estos metabolitos 
continúan su incorporación al metabolismo bacteriano central a través de las 
denominadas rutas centrales, encargadas de la desaromatización y apertura del anillo. La 
ruta central mejor caracterizada es la de la degradación del benzoil-CoA (Breese et al., 
1998; Egland et al., 1997; Harwood et al., 1999; López-Barragán et al., 2004a; Shinoda et 
al., 2005; Wischgoll et al., 2005; McInerney et al., 2007). Las rutas de degradación del 3-
hidroxibenzoil-CoA, 2-aminobenzoil-CoA, resorcinol, floroglucinol, hidroxi-
hidroquinona y 6-hidronicotinato han sido mucho menos estudiadas (Lochmeyer et al., 
1992; Heider et al., 1998; Philipp y Schink, 1998; Schink et al., 2000; Laempe et al., 2001; 
Boll, 2005a; Wöhlbrand et al., 2007; Darley et al., 2007). 
1.2.2.1. Bioquímica de la ruta central del benzoil-CoA 
El benzoato posee ciertas ventajas respecto a otros compuestos aromáticos a nivel 
de manejo en el laboratorio, como por ejemplo una mayor solubilidad y menor 
toxicidad. Por ello, el benzoato se ha utilizado como el compuesto modelo para el 
análisis de la degradación anaeróbica de compuestos monoaromáticos, y la ruta central 
del benzoil-CoA ha sido la más estudiada. El catabolismo anaeróbico del benzoato se ha 
estudiado a nivel bioquímico en gran número de microorganismos anaerobios tales 
como T. aromatica (Breese et al., 1998), Azoarcus spp. (Harwood et al., 1999; López-
Barragán et al., 2004a; Fuchs, 2008), Magnetospirillum spp. (López-Barragán et al., 2004b; 
Shinoda et al., 2005), R. palustris CGA009 (Egland et al., 1997), Desulfococcus multivorans 
(Peters et al., 2004), G. metallireducens GS-15 (Wischgoll et al., 2005) y S. aciditrophicus 
(McInerney et al., 2007). La degradación de benzoato en todos estos casos tiene lugar a 
través de una ruta periférica consistente en un único paso catalizado por una benzoato-
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CoA ligasa que activa el benzoato a benzoil-CoA. El benzoil-CoA es posteriormente 
degradado hasta acetil-CoA y CO2 mediante una serie de reacciones enzimáticas que 
constituyen la ruta central del benzoil-CoA. La ruta central del benzoil-CoA se organiza 
en dos tramos catabólicos: a) ruta central propiamente dicha o ruta alta, que convierte el 
benzoil-CoA en un compuesto alifático C7-dicarboxil-CoA; b) ruta baja, que transforma 
el producto de la ruta alta en acetil-CoA y CO2 mediante reacciones similares a las de la 
β-oxidación de ácidos dicarboxílicos (Carmona et al., 2009) (Figura 3).  
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Figura 3. Reacciones enzimáticas de la ruta del catabolismo anaeróbico del benzoato
en diversas bacterias. En la parte inferior de la figura se indican las diferentes fases de la 
degradación: (I) Ruta periférica o activación del benzoato a benzoil-CoA por medio de la 
benzoato-CoA ligasa (flecha roja); (II) Ruta central, o alta, del benzoil-CoA (flecha naranja) 
donde tiene lugar la reducción del anillo aromático por medio de la benzoil-CoA reductasa 
(flechas azul oscuro) y la β-oxidación modificada (flecha verde oliva) mediante hidratación
(flechas verde claro), deshidrogenación (flechas azul claro) e hidrólisis (flechas amarillas) del 
compuesto alicíclico; (III) Ruta baja del benzoil-CoA (flechas grises) que genera 3 moléculas 
de acetil-CoA y una de CO2.También se muestra la ruta convergente del
ciclohexanocarboxilato, que es activado por una CoA ligasa (AliA) y seguidamente
deshidrogenada por una ciclohexanocarboxil-CoA deshidrogenasa (AliB) (flecha morada). Se 
indican también las enzimas implicadas en cada una de las etapas señaladas en R. palustris
(Bad), Thauera / Magnetospririllum (Bcr), Azoarcus (Bzd), Geobacter / Syntrophus /
Desulfitobacterium (Bam). Los metabolitos representados en la figura se indican a
continuación: (1) benzoato; (2) benzoil-CoA; (3) ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA; (4) 
ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA; (5) 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA ;(6) 2-
hidroxiciclohexano-1-carbonil-CoA; (7) 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA; (8) 2-
cetociclohexano-1-carbonil-CoA; (9) 3-hidroxipimelil-CoA; (10) pimelil-CoA; (11) 
ciclohexanocarboxilato. La serie de metabolitos (4, 6, 8, 10) sólo se ha descrito en R. 
palustris, microorganismo en el que la benzoil-CoA reductasa BadDEFG realiza una 
reducción extra del anillo aromático, mientras que la serie (3, 5, 7, 9) está presente en
bacterias de los géneros Thauera, Azoarcus, Magnetospirillum, Geobacter y Syntrophus.  
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La ruta central del benzoil-CoA se puede subdividir a su vez en dos etapas: 
 Reducción del anillo aromático del benzoil-CoA: Consiste en la eliminación 
del  carácter aromático del anillo de carbono, por lo que se trata del paso clave en 
el proceso de degradación anaeróbica del benzoil-CoA. La actividad enzimática 
encargada de la catálisis es la benzoil-CoA reductasa (BCR), que constituye el 
único paso de la ruta sensible a oxígeno (Boll y Fuchs, 1995). La maquinaria 
enzimática necesaria para la reducción del anillo aromático es compleja y requiere 
una gran cantidad de energía. El proceso de reducción del benzoil-CoA sigue un 
mecanismo análogo a la reacción de Birch, de tal forma que se produce una 
transferencia de electrones y protones en unas condiciones en las que los 
potenciales redox son muy bajos (Boll et al., 2002; Boll, 2005a y b). El grupo 
tioéster del benzoil-CoA facilita la reducción, razón que explica la activación de 
ácidos orgánicos aromáticos con CoA (Fuchs, 2008). Las benzoil-CoA reductasas 
descritas en la literatura se clasifican en dos grandes grupos en función de su 
dependencia de ATP: 
a) Benzoil-CoA reductasas independientes de ATP: pertenecen a organismos 
anaerobios estrictos como G. metallireducens y S. aciditrophicus (Kung et al., 
2009; Löffler et al., 2011). Son complejos multiproteicos BamBCDEFGHI 
cuyo núcleo catalítico está constituido por las proteínas BamBC organizadas 
como un heterotetrámero α2β2. 
b) Benzoil-CoA reductasas dependientes de ATP: pertenecen a bacterias 
anaerobias facultativas tales como T. aromatica (Boll y Fuchs, 1995), R. 
palustris (Gibson y Gibson, 1992), Azoarcus spp. (Ebenau-Jehle et al., 2003; 
López-Barragán et al., 2004). 
Por otro lado, las benzoil-CoA reductasas se pueden clasificar en función de las 
dos variantes de la reducción que se han descrito, y que se diferencian  en el 
producto final (Figura 3): 
a) Tipo Thauera: en T. aromatica, Azoarcus spp, Magnetospirillum spp., 
Desulfococcus multivorans, G. metallireducens y S. aciditrophicus el benzoil-CoA se 
reduce a ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA (dienoil-CoA). 
b) Tipo Rhodopseudomonas: en R. palustris se produce una reducción extra que 
implica dos electrones adicionales y que da lugar a ciclohex-1-eno-1-
carbonil-CoA (enoil-CoA) (Egland et al., 1997; Boll, 2005a y b; Carmona y 
Díaz, 2005). 
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La única benzoil-CoA reductasa purificada hasta la fecha en un microorganismo 
desnitrificante es la de T. aromatica (Boll y Fuchs, 1995), un heterotetrámero αβγδ 
(BcrABCD). Las subunidades α y δ constituyen un módulo de activación que 
posee dos sitios de unión para ATP y un cluster [4Fe-4S]+1/+2 que permite la 
entrada de electrones al sistema. Por otro lado, las subunidades βγ definen el 
módulo catalítico que coordina dos sitios [4Fe-4S]+1/+2 más y une una molécula 
de benzoil-CoA (Möbitz y Boll, 2002; Boll, 2005a; Boll, 2005b). 
La reducción del benzoil-CoA en microorganismos anaerobios facultativos es un 
proceso gravoso a nivel energético que requiere el consumo de dos moléculas de 
ATP por cada anillo que se reduce (Boll, 2005). Además, se requiere la donación 
de poder reductor por parte de una ferredoxina, cuya capacidad reductora ha de 
ser regenerada por una maquinaria enzimática específica. En T. aromatica se ha 
descrito una actividad α-cetoglutarato:ferredoxina óxido-reductasa, compuesta 
por dos subunidades y codificada por los genes korAB (Dörner y Boll, 2002). Sin 
embargo, en las especies del género Azoarcus las actividades α-
cetoglutarato:ferredoxina óxido-reductasa que han sido identificadas son 
dependientes de NADPH+H+ y se relacionan con sistemas de tres componentes, 
como los codificados por los genes korABC (Ebenau-Jehle et al., 2003; Rabus et 
al., 2005). La actividad conjunta de la ferredoxina y la actividad óxido-reductasa 
es indispensable para el funcionamiento de la reductasa. 
La reducción del benzoil-CoA en los microorganismos anaerobios estrictos 
parece implicar la participación de un sistema de transporte de electrones 
diferente del caracterizado para anaerobios facultativos. En G. metallireducens se ha 
detectado mediante experimentos proteómicos una elevada expresión de 
proteínas de membrana relacionadas con la producción de energía (Heintz et al.., 
2009), que podrían jugar un papel relevante en una transferencia de electrones 
dependiente del potencial de membrana a BamDEFGHI, que a su vez donarían 
los electrones al núcleo catalítico BamBC (Kung et al., 2009). 
 β-oxidación modificada: El producto alicíclico resultante de la actividad BCR 
experimenta una serie de reacciones en cadena que se asemejan a una β-
oxidación. El compuesto alicíclico sufre la incorporación sucesiva de una 
molécula de agua por la acción de una acil-CoA hidratasa, una deshidrogenación 
catalizada por una hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y, finalmente, la hidrólisis por 
una oxoacil-CoA hidrolasa, que genera un compuesto alifático dicarboxil-CoA de 
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siete carbonos. Dependiendo de la naturaleza del producto de la reducción del 
benzoil-CoA, se han definido dos vías alternativas: 
a) β-oxidación tipo Thauera: descrita por primera vez en esta bacteria, emplea 
como sustrato el dienoil-CoA cíclico producto de la BCR y genera a 3-
hidroxipimelil-CoA (Laempe et al., 1998; Laempe et al., 1999; Harwood et al., 
1999). 
b) β-oxidación tipo Rhodopseudomonas: descrita en R. palustris, cataliza la 
transformación del enoil-CoA cíclico producto de la BCR y da lugar a 
pimelil-CoA (Pelletier y Harwood, 1998; Harwood et al., 1999; Pelletier y 
Harwood, 2000). 
Figura 4. Ruta baja del benzoil-CoA. A través de la ruta central, el benzoil-CoA se 
transforma en pimelil-CoA (R. palustris, rectángulo morado) o 3-hidroxipimelil-CoA (en otras 
bacterias, rectángulo amarillo), dos intermediarios de la ruta de degradación del ácido graso
dicarboxílico pimelato. El compuesto C7-dicarboxil-CoA se degrada a través de la serie de 
reacciones que se muestran hasta dar lugar a tres moléculas de acetil-CoA y una de CO2. La 
ruta baja consiste en una β-oxidación de ácidos grasos dicarboxílicos de cadena larga
(flechas verdes), una glutaril-CoA deshidrogenasa (flecha roja) y una β-oxidación de ácidos 
grasos de cadena corta (flechas azules). Las actividades de tipo deshidrogenasa se abrevian
en la figura como DH.  
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El análisis comparativo de las enzimas implicadas en las dos variantes de la ruta 
muestra diferencias significativas, tanto en las especificidades de sustrato de cada una de 
ellas como en su estructura primaria (Carmona et al., 2009). 
La ruta baja del benzoil-CoA prosigue con la degradación de los derivados 
alifáticos dicarboxil-CoA hasta generar tres moléculas de acetil-CoA y una de CO2 
(Gallus y Schink, 1994; Harrison y Harwood, 2005) (Figura 4). La degradación del 
pimelil-CoA continúa con un proceso β-oxidativo que da lugar a 3-hidroxipimelil-CoA, 
por lo que tanto en la ruta tipo Rhodopseudomonas como en la tipo Thauera se forma 
finalmente 3-hidroxipimelil-CoA (Harrison y Harwood, 2005). Este compuesto sufre 
una nueva β-oxidación en la que se acaba produciendo glutaril-CoA con la liberación de 
una molécula de acetil-CoA.  
En la mayoría de microorganismos la oxidación y descarboxilación del glutaril-
CoA a crotonil-CoA está mediada por una glutaril-CoA deshidrogenasa bifuncional que 
genera glutaconil-CoA como intermediario de la reacción (Gomes et al., 1981; Fu et al., 
2004). La proteína GcdH responsable de la actividad glutaril-CoA deshidrogenasa 
bifuncional se ha identificado en Azoarcus sp. CIB (Blázquez et al., 2008) y G. 
metallireducens (Wischgoll et al., 2009).  
En algunos organismos que tienen un bajo rendimiento energético en su 
metabolismo, como por ejemplo las bacterias fermentadoras o reductoras de sulfato 
como D. multivorans, el glutaril-CoA sufre una oxidación por una glutaril-CoA 
deshidrogenasa dependiente de NAD+ que lleva a cabo la deshidrogenación pero no la 
descarboxilación (Wischgoll et al., 2009; Wischgoll et al., 2010) y posteriormente una 
descarboxilación por una glutaconil-CoA descarboxilasa anclada a la membrana. Esta 
última actividad es dependiente de sodio y acopla la descarboxilación con el paso de 
iones de sodio a través de la membrana, proceso en el que se produce ATP (Dimroth y 
Schink, 1998). Este paso de glutaril-CoA a crotonil-CoA acoplado a la síntesis de ATP 
permite mantener un balance energético positivo en el proceso de degradación de 
compuestos aromáticos en microorganismos fermentadores y reductores de sulfato 
(Elshahed y McInerney, 2001; Wischgoll et al., 2009). 
Las actividades enzimáticas encargadas de la reacción de conversión del crotonil-
CoA en acetil-CoA, como por ejemplo la de la crotonil-CoA hidratasa (3-hidroxibutiril-
CoA deshidratasa), 3-hidroxibutiril-CoA deshidrogenasa y acetoacetil-CoA tiolasa, se 
han descrito en diversas bacterias, y se trata de actividades pertenecientes a la ruta 
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general de degradación de ácidos grasos de cadena corta (Gallus y Schink, 1994; 
Auburger y Winter, 1996; Elshahed et al., 2001; Elshahed y McInerney, 2001). Los 
supuestos genes codificantes de dichas enzimas se han identificado en el genoma de 
varios microorganismos biodegradadores anaeróbicos (Harrison y Harwood, 2005; 
Rabus, 2005). 
1.2.2.2. Genética de la ruta central del benzoil-CoA 
Los estudios sobre los clusters codificantes de la ruta central del benzoil-CoA se 
iniciaron en T. aromatica y R. palustris (Egland et al., 1997; Breese et al., 1998). En la Figura 
5 se muestra la organización de los clusters génicos relacionados con la degradación 
anaeróbica del benzoato en diferentes microorganismos (Carmona et al., 2009). 
Figura 5. Organización génica de la ruta de degradación anaeróbica del benzoato en α, 
β y δ-proteobacterias. Rhodopseudomonas palustris CGA009 (NC_005296), 
Magnetospirillum spp. [M. magneticum AMB-1 (NC_007626); M. magnetotacticum MS-1 
(AAAP00000000) y Magnetospirillum sp. TS-6 (AB-167726 y AB243675)], Thauera aromatica
(AJ224959), Azoarcus spp. [Azoarcus sp. CIB (AF515816), A. evansii  
(AJ428529) y Aromatoleum aromaticum EbN1 (NC_006513)], Geobacter metallireducens
GS-15 (NC_007517) y Syntrophus aciditrophicus SB (NC_007759). Los genes han sido 
representados con flechas de diversos colores: rojo, genes que codifican benzoato-CoA 
ligasas; azul oscuro, genes que codifican las subunidades α-β-δ-γ de la benzoil-CoA 
reductasa; rayado azul, genes que codifican las ferredoxinas asociadas a las benzoil-CoA 
reductasas; amarillo, genes KGOR; rayado negro, genes que codifican posibles óxido-
reductasas dependientes de NADPH y ferredoxina; verde claro, genes que codifican enoil-
CoA hidratasas; azul claro, genes que codifican hidroxiacil-CoA deshidrogenasas 
dependientes de NAD+; naranja, genes que codifican oxoacil-CoA hidrolasas; negro, genes 
reguladores; verde oscuro, genes que codifican posibles acil-transferasas; marrón, posibles 
genes transportadores; rosa, genes que codifican la ciclohexanocarboxilato-CoA ligasa (AliA) 
y la ciclohexanocarboxil-CoA deshidrogenasa (AliB); punteado, genes pertenecientes a otras 
rutas catabólicas de compuestos aromáticos; blanco, genes de función desconocida. Dos
rayas verticales separan los genes no adyacentes en el genoma. 
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En R. palustris se encuentran asociados en una única agrupación génica de 25.4 kb 
los genes necesarios para el catabolismo anaeróbico de varios compuestos aromáticos: 
genes bad (benzoic acid degradation, degradación de benzoato), genes ali (degradación de 
ácidos alicíclicos como el ciclohexanocarboxilato) y genes hba (ruta periférica de 
degradación del 4-hidroxibenzoato). Los genes badDEFG se inducen específicamente 
por benzoato y codifican las cuatro subunidades de la benzoil-CoA reductasa (Egland et 
al., 1997), mientras que badB aparentemente codifica la ferredoxina implicada en la 
donación de electrones necesaria para la reducción del anillo aromático. El gen badA 
codifica la benzoato-CoA ligasa necesaria para la activación del benzoato y pertenece  a 
la misma unidad transcripcional que badB (Figura 5). Los genes badK y badH codifican 
una enoil-CoA hidratasa y una deshidrogenasa, respectivamente, que están relacionadas 
con la β-oxidación modificada del ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA a 2-cetociclohexano-
1-carbonil-CoA (Figura 3). La apertura del anillo alicíclico la realizaría el producto 
proteico de badI mediante una actividad 2-cetociclohexano-1-carbonil-CoA hidrolasa. 
Los genes badH, badK, badI, junto a los genes aliA y aliB implicados en el catabolismo 
del ciclohexanocarboxilato, se organizan en una unidad transcripcional, divergente a la 
del resto de los genes bad. 
Los estudios realizados hasta el momento indican que en el genoma de un 
microorganismo suelen existir múltiples genes y clusters génicos que podrían estar 
implicados en la ruta baja de catabolismo de los intermediarios dicarboxílicos (piruvato, 
3-hidroxipimelato) producto de la ruta de β-oxidación modificada. En R. palustris se ha 
identificado un cluster génico, pimFABCDE, organizado como un operón cuya expresión 
se ve inducida cuando el microorganismo crece anaeróbicamente en benzoato (o 
pimelato), y en el que se encontrarían codificadas todas las actividades necesarias para 
transformar los ácidos dicarboxílicos hasta dar lugar a glutaril-CoA (Larimer et al., 2004; 
Harrison y Harwood, 2005; VerBerkmoes et al., 2006). Sin embargo, la ausencia de los 
genes pim en cepas mutantes de R. palustris no les impide el crecimiento anaeróbico en 
benzoato, por lo que muy probablemente otros parálogos de los genes pim presentes en 
el genoma podrían participar también en la ruta baja. 
En T. aromatica los genes necesarios para la ruta central del benzoil-CoA se ubican 
en una agrupación génica de 7.9 kb, en la que se encuentran dos operones divergentes. 
El operón bcr agrupa en el mismo sentido de la transcripción a los genes codificantes de 
las cuatro subunidades de la benzoil-CoA reductasa (bcrCBAD), una ferredoxina (fdx), 
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las actividades hidratasa (dch)/deshidrogenasa (had)/hidrolasa (oah) necesarias para la β-
oxidación modificada del anillo alicíclico, y las orf3 y orf4 de función desconocida. El gen 
codificante de la benzoato-CoA ligasa (bclA) se localiza en otra posición del genoma, 
asociado al cluster box, responsable de la degradación aeróbica del benzoato (Schühle et 
al., 2003). El operón divergente de la agrupación génica responsable de la ruta central 
del benzoil-CoA agrupa a los genes korA y korB, que codifican las dos subunidades 
necesarias para la actividad α-cetoglutarato óxido-reductasa, conocida como KGOR 
(ketoglutarato oxido-reductase), encargada de la regeneración del estado reducido de la 
ferredoxina acoplada a la benzoil-CoA reductasa (Dorner y Boll, 2002). 
Los genes bcr necesarios para la degradación anaeróbica del benzoato también se 
han identificado en diferentes cepas del género Magnetospirillum (López-Barragán et al., 
2004b; Matsunaga et al., 2005; Shinoda et al., 2005; Kawaguchi et al., 2006), y exhiben una 
identidad de secuencia y organización génica similar ala de los genes bcr de T. aromatica. 
(Figura 5). Además, el gen bclA también se localiza fuera del cluster bcr en las bacterias 
desnitrificantes del género Magnetospirillum. 
El análisis del genoma de G. metallireducens GS-15 permitió detectar tres clusters 
relacionados con la degradación del benzoato y localizados dentro de una posible isla 
metabólica (Wischgoll et al., 2005) (Figura 5). El cluster IA codifica las diferentes 
subunidades (bamB-I) que forman parte de la benzoil-CoA reductasa propia de los 
microorganismos anerobios estrictos (Kung et al., 2009) así como la actividad hidrolasa 
del anillo alicíclico, bamA (Kuntze et al., 2008). En el denominado cluster II se han 
localizado los genes codificantes de la benzoato-CoA ligasa (bamY) (Wischgoll et al., 
2005) y de la deshidrogenasa (bamQ) (Wischgoll et al., 2005) e hidratasa (bamR) (Peters et 
al., 2007) implicadas en la β-oxidación modificada del producto de la reducción del 
benzoil-CoA. Además se identificó el denominado cluster IB, que contiene genes 
presuntamente implicados en la ruta baja de degradación del benzoato en este 
microorganismo anaerobio estricto (Wischgoll et al., 2005). La diversidad de actividades 
enzimáticas que podrían estar codificadas en el cluster IB de G. metallireducens, sugiere que 
la ruta baja en los microorganismos anaerobios estrictos implica sistemas enzimáticos 
más complejos que en los microorganismos anaerobios facultativos (Carmona et al., 
2009). 
El estudio del genoma de S. aciditrophicus revela la existencia  de un cluster en el que 
se encontrarían los genes codificantes para la activación del benzoato, y la reducción y β-
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oxidación modificada subsiguientes (McInerney et al., 2007). Todos estos genes 
muestran similitud con los de G. metallireducens, pero en lugar de estar dispersos en 
diferentes clusters se organizan en un único cluster (Figura 5). 
En los géneros Azoarcus/Aromatoleum se ha identificado un grupo de genes, bzd, 
responsable de la degradación anaeróbica del benzoato (López-Barragán et al., 2004; 
Rabus et al., 2005) (Figura 5). En el cluster bzd se halla un gen regulador (bzdR) seguido 
por el operón catabólico (bzdNOPQMSTUVWXYZA). Los genes bzdNOPQ codifican 
las subunidades de la benzoil-CoA reductasa, bzdM una ferredoxina presuntamente 
asociada a dicha reductasa y bzdV una hipotética óxido-reductasa implicada en la 
regeneración del estado reducido de BzdM. Las actividades necesarias para la β-
oxidación modificada (hidratasa/deshidrogenasa/hidrolasa) estarían codificadas por  los 
genes bzdW, bzdX y bzdY, respectivamente. Los productos de los genes bzdW, bzdX y 
bzdY muestran mayor similitud con las proteínas correspondientes de T. aromatica que 
con las de R. palustris, lo que sugiere que el tipo de β-oxidación que tendría lugar seguiría 
el mismo patrón que en T. aromatica, lo que se traduce en la formación de 3-
hidroxipimelil-CoA como producto final. Merece la pena destacar que el gen codificante 
de la benzoato-CoA ligasa (bzdA) se ubica en el propio cluster bzd y no fuera de él, como 
ocurría en T. aromatica. En el extremo 3´ del cluster bzd se han identificado seis genes que 
constituirían dos sistemas transportadores, uno de tipo ABC (bzdB1B2B3B4B5) y otro 
de tipo MFS (bzdK), posiblemente implicados en el transporte de benzoato (Rabus et al., 
2005) (Figura 5). 
2. Regulación de la expresión de los genes responsables de 
la biodegradación anaeróbica de compuestos aromáticos 
La capacidad de los microorganismos para degradar compuestos aromáticos no se 
circunscribe exclusivamente a las actividades enzimáticas necesarias para la catálisis y el 
transporte, sino que depende en gran medida del control de la expresión de los genes 
responsables de estas actividades. Diferentes señales medioambientales influyen en la 
expresión de los genes relacionados con el catabolismo aromático como, por ejemplo, la 
tensión de oxígeno, la presencia o ausencia de luz, las variaciones en el pH, la propia 
disponibilidad del compuesto aromático, etc. La integración de todas estas señales y la 
modulación de las actividades necesarias para degradar los compuestos aromáticos son 
fundamentales para el éxito de los microorganismos en su medio. A pesar de que los 
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sistemas reguladores pueden actuar a nivel transcripcional, traduccional y post-
traduccional, el primero de ellos es el más estudiado en los clusters catabólicos (Díaz y 
Prieto, 2000; Shingler, 2003; Tropel y van der Meer, 2004; Cases y de Lorenzo, 2005; 
Carmona et al., 2008; Crosby et al., 2010). 
Las proteínas que controlan específicamente la expresión de los genes de 
catabolismo de compuestos aromáticos muestran una gran variedad en cuanto a su 
origen evolutivo, lo que sugiere que los genes catabólicos y los reguladores han sufrido 
Regulador Familia Microorganismo Actividad Ruta Nº Acceso 
Con efector específico      
BzdR BzdR Azoarcus sp. CIB Represora Benzoato AAQ08805 
ORF11 (1) XylR/DmpR T. aromatica K172 Desconocida Fenol CAC12685 
PdeR (1) XylR/DmpR A. aromaticum EbN1 Desconocida Fenol Q5P474 
Gemet1542 (1) XylR/DmpR G.metallireducens GS-15 Desconocida Tolueno ABB31776 
EbA324 (1) XylR/DmpR A. aromaticum EbN1 Desconocida p-etilfenol Q5P8R7 
TutC1/B1 TCR (2) T. aromatica T1 Activadora Tolueno AAD12187 AAD12186 
TdiS/R (1) TCR (2) T. aromatica K172 Activadora Tolueno CAA05048 CAA05049 
TdiS/R (1) TCR (2) A. aromaticum EbN1 Activadora Tolueno CAI07156 CAI07155 
TdiS/R (1) TCR (2) Azoarcus sp. T Activadora Tolueno AAK50369 AAK50368 
Tcs2/Tcr2 (1) TCR (2) A. aromaticum EbN1 Desconocida Etilbenceno CAI07438 CAI07439 
Tcs1/Tcr1 (1) TCR (2) A. aromaticum EbN1 Desconocida Acetofenona CAI07436 CAI07437 
BamV/W TCR (2) G.metallireducens GS-15 Activadora Benzoato ABB32375 ABB32374 
HbaR FNR/CRP R. palustris CGA009 Activadora p-hidroxibenzoato AAF04013 
CprK FNR/CRP D. hafniense Activadora o-clorofenol AAL87770 
GcdR LysR Azoarcus sp. CIB Activadora Ruta baja del Benzoil-CoA ABM69269 
NicR (1) LysR E. barkeri Desconocida Nicotinato ABC88392 
PadR (1) GntR A. aromaticum EbN1 Desconocida Fenilacetato CAI09182 
Rpd1521 (1) GntR R. palustris BisB5 Desconocida Fenilacetato ABE38758 
ORF1 (1) MarR T. aromatica K172 Desconocida p-hidroxibenzoato O33817 
PcmQ (1) MarR G.metallireducens GS-15 Desconocida p-hidroxibenzoato ABB32362 
BadR MarR R. palustris CGA009 Activadora Benzoato AAC23923 
Rpa1794 (1) MarR R. palustris CGA009 Desconocida p-cumarato Q6N8V9 
EbA715 (1) TetR A. aromaticum EbN1 Desconocida m-hidroxibenzoato CAI06487 
Gmet1520 (1) TetR G.metallireducens  AMB-1 Desconocida Tolueno ABB31754 
BadM Rfr2 R. palustris CGA009 Represora Benzoato O07465 
Dependientes de O2      
AadR FNR/CRP R. palustris CGA009 Activadora Benzoato p-hidroxibenzoato B43334 
AcpR FNR/CRP Azoarcus sp. CIB Activadora Benzoato AAY81959 
Tabla 2. Proteínas reguladoras implicadas en el control de la degradación anaeróbica
de compuestos aromáticos (Modificado de Carmona et al., 2009). La Tabla esquematiza la
principal información de interés referente a las proteínas reguladoras implicadas en la
regulación del catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos, o a las que por su
pertenencia a clusters génicos que codifican las actividades necesarias para la degradación
de un compuesto aromático podrían tomar parte en su regulación (1). Se muestra la familia
de reguladores a la que se adscribe la proteína, entre las que se incluyen los sistemas
reguladores histidín-quinasa/regulador de respuesta (TCR, two-component regulatory
system) (2). También se muestra el microorganismo al que pertenece el producto proteico,
así como su actividad (en los casos en los que se conoce) y su número de acceso en
GenBank. 
Introducción 
 24
un proceso evolutivo independiente (de Lorenzo y Pérez-Martín, 1996; Cases y de 
Lorenzo, 2005). 
Al igual que ocurre con las enzimas, los reguladores de las rutas catabólicas 
aeróbicas han sido mucho más estudiados que los de las rutas anaeróbicas. No obstante, 
los escasos trabajos relacionados con la regulación de las rutas anaeróbicas sugieren que 
los fundamentos que rigen los sistemas reguladores son en esencia los mismos en ambos 
tipos de metabolismo (Carmona et al., 2009). Hasta la fecha sólo unos pocos reguladores 
específicos de rutas anaeróbicas se han caracterizado, pero se han propuesto otros 
asociados a clusters anaeróbicos identificados (Tabla 2). 
Las bacterias en su medio natural están expuestas a un sinnúmero de estímulos y 
variables medioambientales que afectan a su crecimiento. Además de las señales físico-
químicas (luz, temperatura, pH, etc.) variables en cualquier medio, la existencia de 
diferentes fuentes de carbono y la presencia/ausencia de oxígeno resultan de vital 
importancia para los microorganismos que poseen un alto potencial catabólico. Estas 
señales afectan a nivel global a todo el metabolismo bacteriano, ya que exigen una 
reprogramación de la expresión de un amplio número de genes para hacer frente a los 
cambios medioambientales. Así, os microorganismos han desarrollado una serie de 
mecanismos fisiológicos de control que ejercen una regulación superpuesta a la 
regulación específica de los operones catabólicos, y que depende de los estados 
fisiológico y metabólico generales de la bacteria (Cases y de Lorenzo, 2001; Shingler, 
2003; Prieto et al., 2004; Carmona et al., 2008; Silva-Rocha et al., 2011). En la Figura 6 se 
esquematizan los diferentes niveles de regulación que modulan el catabolismo de 
compuestos aromáticos en bacterias. Se ha documentado la existencia de una serie de 
reguladores que modulan redes globales de control que implican a numerosos 
reguladores específicos. Ese tipo de sistemas reguladores encaja en un esquema en el 
que existiría una conectividad y una integración de las señales percibidas en una red 
general de regulación transcripcional, lo que explica que unos cuantos reguladores 
específicos interactúen con un número limitado de genes y un número más reducido de 
reguladores globales influya en un gran número de genes (Cases y de Lorenzo, 2005). La 
mayoría de los reguladores globales implicados en la degradación de compuestos 
aromáticos se han descrito en rutas aeróbicas (Díaz y Prieto, 2000; Shingler, 2003; 
Tropel y van der Meer, 2004; Prieto et al., 2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Marqués et al., 
2006; Moreno y Rojo, 2008; Carmona et al., 2008), pero existen ejemplos conocidos y 
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caracterizados en procesos anaeróbicos, como las proteínas AadR de R. palustris 
(Dispensa et al., 1992; Egland y Harwood, 1999) y AcpR de Azoarcus sp. CIB (Durante-
Rodríguez et al., 2006), que controlan la expresión génica en ausencia de oxígeno 
(Figuras 7 y 8). 
2.1. Regulación específica de efector 
La expresión de los clusters responsables de la degradación de compuestos 
aromáticos experimenta una estricta regulación dependiente de sus respectivos sustratos 
(Tropel y van der Meer, 2004; Wöhlbrand et al., 2007). Los circuitos reguladores 
responsables de la regulación de clusters catabólicos anaeróbicos de compuestos 
aromáticos que han sido mejor estudiados son los del catabolismo del benzoato en los 
microorganismos modelo R. palustris CGA009 (fotótrofo) y Azoarcus sp. CIB 
(desnitrificante) (para revisión ver Carmona et al., 2009). 
Regulación sobreimpuesta
Regulación específica
R
Promotor Genes catabólicos
IHF
CRP
CyoB
Fnr
PtsN
Factores 
?
Inductor:
-sustrato de la ruta
-intermediario de la ruta
-inductores gratuitos
Regulador:
-activador
-represor
Promotor
Ciclo de 
Krebs
Figura 6. Esquema de los dos niveles de regulación transcripcional del catabolismo de
compuestos aromáticos en bacterias. En la degradación de un compuesto aromático, la
interacción regulador/promotor es el mecanismo de regulación específico en presencia de la
molécula inductora de la ruta (sombreado naranja). Un segundo nivel de control está
constituido por la regulación global o sobreimpuesta (sombreado morado), en la que
participan reguladores y factores transcripcionales como IHF (Integration Host Factor), CRP
(cAMP Receptor Protein), Fnr (Fumarate nitrate reductase regulator), factores σ alternativos
de la RNAP, CyoB (citocromo ó ubiquinol oxidasa), PtsN (proteína IIANtr), etc. (Adaptado de
Díaz y Prieto, 2000). 
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2.1.1. Regulación de cluster bad de R. palustris 
El cluster específico para la degradación anaeróbica del benzoato, cluster bad, de R. 
palustris CGA009 está organizado en, al menos, cinco operones diferentes: 
badDEFGAB, badHIaliBAbadK, badC, badR y badM (Egland et al., 1997; Egland y 
Harwood, 1999; Pelletier y Harwood, 2000; Peres y Harwood, 2006; VerBerkmoes et al., 
2006; Pan et al., 2008). 
El producto del gen badR, perteneciente a la familia MarR de reguladores, actúa 
como activador transcripcional del promotor del operón badDEFGAB (Figura 7), si 
bien todavía no se ha demostrado la unión específica de BadR a dicha región promotora 
(Egland y Harwood, 1999). Aunque no se conoce el efector específico que interactúa 
con BadR, se ha propuesto al benzoato o al benzoil-CoA como posibles inductores 
(Egland y Harwood, 1999). 
BadR
COO-
COO-
OH
HbaR
COSCoA
?
?
Regulación específica 
de sustrato
Regulación sobreimpuesta
(control por oxígeno)
(+)
(+)
(+)
AadR
(-O2)
(-)
BadM
COO-
COO-
RHIBaliAK C badDEFG A B M L hbaHGFE A hbaBCD R
COSCoACOSCoA
DEFGB
COO-
AB
COO-
OH
COSCoA
OH
ABCD
COSCoA
COO-
IHK
Ciclohexano-
carboxilato
Pimelil-CoA
COO-
A
Benzoato
Benzoil-CoA
4-hidroxi-
benzoato
(+)
AadR
(-O2)
Figura 7. Organización y regulación del cluster bad-ali-hba de R. palustris. Los genes 
ali, bad y hba se muestran en amarillo, azul y verde, respectivamente. Las enzimas
codificadas por estos genes, así como las reacciones catalizadas por éstas han sido
recuadradas en los mismos colores. Los genes reguladores badR, badM y hbaR y sus 
correspondientes productos BadR, BadM y HbaR se muestran en color rojo (regulación
específica de sustrato, recuadro sombreado en naranja). El regulador AadR, que no se
encuentra codificado en este cluster, se muestra en morado (regulación dependiente de
oxígeno, recuadro sombreado en morado). Las flechas marrones situadas encima del cluster
indican que los genes que abarcan constituyen un operón (flechas sólidas) o un posible
operón (flechas discontinuas). Los promotores de badD, hbaA y hbaR se representan como 
flechas curvas de color marrón. Los símbolos (-) y (+) indican represión y activación 
transcripcional, respectivamente 
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El promotor del gen badD además de estar controlado por BadR está sujeto al 
control ejercido por AadR. El producto del gen aadR es un regulador que actúa en 
respuesta a la situación de anaerobiosis. AadR fue el primer regulador descrito 
relacionado con el catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos (Dispensa et al., 
1992; Egland y Harwood, 1999). Mediante el análisis del fenotipo de cepas de R. palustris 
defectivas para aadR se estableció una relación con la producción de las CoA ligasas de 
benzoato y 4-hidroxibenzoato  (Dispensa et al., 1992). Estudios posteriores (Egland y 
Harwood, 1999) confirmaron la participación de AadR en la regulación de la expresión 
de rutas del catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos en respuesta a la 
presencia o ausencia de oxígeno, dada la similitud de la proteína con el regulador Fnr de 
E. coli (Unden, 1995 y 2002). La acción conjunta de BadR y AadR revierte permite unos 
niveles de expresión de los promotores catabólicos, que es imprescindible para el 
crecimiento en benzoato, de tal forma que cepas de R. palustris mutantes en badR y aadR 
son incapaces de crecer anaeróbicamente en benzoato (Egland y Harwood, 1999). 
La regulación del cluster bad es aún más compleja, puesto que entra en juego un 
tercer regulador transcripcional que actúa sobre el promotor de badD, la proteína BadM. 
Los estudios realizados hasta la fecha revelan el papel represor de BadM (familia Rrf2) 
mediante su unión al promotor, y proponen al benzoato como la hipotética molécula 
inductora (Peres y Harwood, 2006). 
No obstante, todavía quedan muchas incógnitas pendientes para completar la 
caracterización del sistema que regula el catabolismo anaeróbico del benzoato en R. 
palustris. Así, por ejemplo, se desconoce la regulación del operón badHIaliBAbadK, sobre 
el que no parecen intervenir BadR ni BadM. 
2.1.2. Regulación del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB 
Azoarcus sp. CIB, la cepa bacteriana con la que se ha realizado esta Tesis Doctoral, 
posee el cluster bzd para la degradación anaeróbica del benzoato (López-Barragán et al., 
2004). En este cluster los genes catabólicos bzdNOPQMSTUVWXYZA, se organizan en 
un operón regulado por el promotor PN. En posición 5´ del operón catabólico se 
encuentra el gen bzdR, que codifica la proteína reguladora BzdR. La proteína BzdR es un 
represor transcripcional del promotor PN que inhibe la expresión de los genes 
catabólicos bzd cuando Azoarcus sp. CIB no está creciendo anaeróbicamente en 
benzoato y su inductor específico es el benzoil-CoA, intermediario central de la ruta 
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(Barragán et al., 2005). En la Figura 8 se puede observar un esquema del circuito 
regulador que controla la expresión del cluster bzd en Azoarcus sp. CIB. 
La región operadora del promotor PN sobre la que interactúa la proteína BzdR 
posee repeticiones de la secuencia TGCA incluidas en palíndromos más largos, y su 
posición solapante con la caja -10 para el reconocimiento por parte de la subunidad σ70 
de la RNA polimerasa justifica el papel de BzdR como represor transcripcional del 
promotor PN (Barragán et al., 2005). BzdR ejerce además una acción autorrepresora de 
su expresión, puesto que interactúa con el promotor que dirige su transcripción, PR, 
impidiendo la transcripción del gen mbdR (Durante-Rodríguez et al., 2008). 
La proteína BzdR posee una arquitectura modular no descrita en la bibliografía 
previamente, lo que la convierte en el miembro que da nombre a una nueva subfamilia 
de reguladores transcripcionales (Barragán et al., 2005; Durante-Rodríguez et al., 2010). 
BzdR posee un dominio amino-terminal similar al de los reguladores transcripcionales 
de la familia HTH-XRE, que se define por la presencia de un característico motivo 
hélice-giro-hélice (HTH) de unión a DNA equivalente a los de las proteínas Cro y CI del 
fago λ (Sauer et al., 1982). El dominio carboxilo-terminal muestra similitud con enzimas 
que poseen actividad siquimato quinasa, las cuales catalizan la fosforilación de siquimato 
Figura 8. Organización y regulación transcripcional del cluster bzd de Azoarcus sp. 
CIB. Los genes se encuentran agrupados en dos operones, el gen regulador bzdR (rojo) y el 
operón catabólico bzdNOPQMSTUVWXYZA (azul), controlados por los promotores PR y PN, 
respectivamente. El promotor PN está reprimido por la proteína BzdR (elipse roja). La
activación del promotor PN se produce por medio de la molécula inductora, benzoil-CoA, que 
se une a BzdR e impide la interacción de éste con el promotor. Algunas fuentes de carbono,
tales como ácidos orgánicos no aromáticos, causan represión catabólica del promotor PN por 
medio de un factor aún desconocido. La activación del promotor PN en condiciones de 
anaerobiosis es dependiente de la proteína AcpR, codificada por un gen que no está ubicado
en el cluster bzd. Los símbolos (-) y (+) indican represión y activación transcripcional, 
respectivamente 
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a 3P-siquimato consumiendo ATP como cosustrato en la ruta central de biosíntesis de 
compuestos aromáticos (Vogels y Van der Drift, 1976). 
La proteína BzdR no es el único regulador que modula la expresión del promotor 
PN. Azoarcus sp. CIB posee un gen, acpR, cuyo producto proteico muestra una elevada 
similitud de secuencia con la proteína Fnr de E. coli (Unden, 1995; Unden et al., 2002). 
La proteína AcpR de Azoarcus sp. CIB es un activador estrictamente necesario para la 
actividad de PN y un mutante de Azoarcus sp. CIB defectivo para el gen acpR puede ser 
complementado el crecimiento anaeróbico en benzoato con el gen fnr de E. coli 
(Durante-Rodríguez et al., 2006). AcpR participa en la regulación sobreimpuesta del 
cluster bzd, y esresponsable del control por oxígeno (ver siguientes párrafos siguientes). 
2.1.3. Otros reguladores del catabolismo anaeróbico de 
compuestos aromáticos 
2.1.3.1. HbaR (Rhodopseudomonas palustris) 
El cluster hba de R. palustris codifica las actividades enzimáticas necesarias para la 
ruta periférica que convierte el 4-hidroxibenzoato en benzoil-CoA. La organización 
génica del cluster hba permite proponer la existencia de cuatro unidades transcripcionales: 
hbaR (operón regulador), hbaA (4-hidroxibenzoato-CoA ligasa), hbaBCD (4-
hidroxibenzoil-CoA reductasa) y hbaEFGH (presunto transportador de tipo ABC) 
(Egland et al., 1997) (Figura 7). 
La proteína HbaR reconoce y une 4-hidroxibenzoato como molécula efectora, 
activando la transcripción de hbaA, pero no parece controlar la expresión de los genes 
para la degradación aeróbica de 4-hidroxibenzoato (Egland y Harwood, 2000) (Figura 
7). La proteína HbaR pertenece a subfamilia Dnr dentro de la familia Fnr/Crp, en la 
(Körner et al., 2003). Con la excepción de HbaR, todos los miembros del grupo Dnr son 
reguladores globales que controlan la expresión de genes implicados en procesos de 
desnitrificación (Egland y Harwood, 2000). 
El hecho de que la expresión de hbaA no se active en condiciones aeróbicas 
presupone la existencia de un regulador sensible a la anaerobiosis (Egland y Harwood, 
2000). Se ha detectado una posible caja de unión para la proteína Fnr de E. coli en el 
promotor del gen hbaR, lo que podría suponer la activación de la trancripción de hbaR 
en ausencia de oxígeno, mediada a través de un ortólogo de Fnr (Egland y Harwood, 
2000). AadR es el candidato más plausible para ser el ortólogo de Fnr, puesto que 
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pertenece a la superfamilia de reguladores Fnr/Crp y es necesario para la expresión de 
hbaA en respuesta a 4-hidroxibenzoato (Egland y Harwood, 2000). Esta red de control 
del gen hbaA basada en dos reguladores diferentes constituiría una estrategia para evitar 
fenómenos de regulación cruzada y lograr así un control específico más preciso bajo 
condiciones de ausencia de oxígeno (Egland y Harwood, 2000). Hasta la fecha se 
desconoce el mecanismo de control de la expresión de los operones hbaBCD y 
hbaEFGH. 
2.1.3.2. TdiSR (Azoarcus y Thauera spp.) 
En T. aromatica K172 los genes tdiSR se transcriben en el mismo sentido que los 
genes catabólicos bss implicados en la ruta periférica del tolueno, y se ha demostrado la 
capacidad de TdiR para unirse in vitro a la región 5´ del operón bss (Leuthner et al., 1998). 
El estudio de la degradación anaeróbica de tolueno en Azoarcus sp. cepa T permitió 
identificar los genes tdiSR, adyacentes a los genes bss pero con orientación divergente 
respecto a estos últimos (Achong et al., 2001). Experimentos posteriores en T. aromatica 
T1 revelaron que la mutación de tutB1 (tdiR) impedía el crecimiento anaeróbico en 
tolueno de la cepa, así como la expresión de tutE (bssD), lo que concuerda con el papel 
activador de este regulador sobre los promotores catabólicos bss (Coschigano, 2000; 
Coschigano y Bishop, 2004). 
Los genes tdiSR dan lugar a dos productos, la histidín-quinasa sensora TdiS que se 
encargaría del reconocimiento de la molécula inductora, y el regulador transcripcional 
TdiR, que sería activado (fosforilado) por TdiS (Leuthner et al., 1998). La presencia de 
un dominio HTH característico de la familia de reguladores FixJ/NarL (Leuthner et al., 
1998) permite clasificar a TdiR dentro de este grupo de reguladores. Los dos 
componentes del sistema regulador, TdiS y TdiR, muestran similitud significativa con 
proteínas homólogas que regulan las rutas catabólicas aeróbicas del tolueno (TodST) 
(Lau et al., 1997) y del estireno (StySR) (Velasco et al., 1998), por lo que todos ellos se 
pueden agrupar en una nueva subfamilia de sistemas reguladores de dos componentes 
relacionados con el control de rutas catabólicas de compuestos aromáticos (Busch et al., 
2007). 
2.2. Regulación sobreimpuesta 
Las dos señales ambientales que constituyen modelos de estudio de la regulación 
sobreimpuesta son la presencia/ausencia de oxígeno y la disponibilidad de fuentes de 
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carbono preferentes. Estas señales son integradas por reguladores transcripcionales 
globales que modifican la expresión de los clusters catabólicos anaeróbicos actuando de 
forma directa sobre ellos o indirectamente al modificar la expresión de reguladores 
transcripcionales específicos. 
2.2.1. Regulación dependiente de oxígeno 
El oxígeno representa uno de los principales factores medioambientales que 
controla la expresión de las rutas anaeróbicas de compuestos aromáticos. Como se ha 
señalado al comentar los principales componentes del sistema regulador del cluster bad 
para la degradación anaeróbica de benzoato en R. palustris, los genes badDEFG (codifica 
la benzoil-CoA reductasa) y badA (codifican la benzoato-CoA ligasa) experimentan una 
significativa reducción de su expresión en condiciones aeróbicas (Egland et al., 1997; 
Peres y Harwood, 2006). En T. aromatica se detectó una importante disminución de la 
actividad benzoil-CoA reductasa cuando la bacteria se cultivaba en presencia de oxígeno 
(Heider et al., 1998). En M. magnetotacticum sp. TS-6 los genes bss codificantes de  la 
actividad bencilsuccinato sintasa encargada de la primera etapa del catabolismo 
anaeróbico del tolueno sólo se transcriben en presencia de tolueno en condiciones 
anóxicas (Shinoda et al., 2005). Los estudios proteómicos realizados en A. aromaticum 
EbN1 (Wöhlbrand et al., 2007) muestran la inducción de un bajo número de proteínas 
relacionadas con la degradación anaeróbica de benzoato cuando la bacteria se cultiva 
anaeróbicamente en esta fuente de carbono aromática. 
No obstante, se ha documentado la expresión en condiciones aeróbicas de genes 
que codifican enzimas sensibles a la presencia de oxígeno, como por ejemplo la BCR de 
M. magnetotacticum TS-6 (Shinoda et al., 2005) o la bencilsuccinato sintasa de Thauera sp. 
DNT-1 (Shinoda et al., 2004). Por lo tanto, cada microorganismo parece haber adoptado 
una estrategia reguladora diferente para la expresión dependiente de oxígeno de los 
clusters catabólicos de compuestos aromáticos. La expresión de enzimas sensibles a 
oxígeno en condiciones aeróbicas puede explicarse como un cierto escape de la 
regulación específica o como un mecanismo de los microorganismos anaerobios 
facultativos para mantener niveles basales de ciertas enzimas ante la eventualidad de un 
cambio en la tensión de oxígeno (Fuchs, 2008). Otro ejemplo que justifica la ausencia de 
una regulación dependiente de los niveles de oxígeno se halla en T. aromatica y 
Magnetospirillum spp., microorganismos en los que una única benzoato-CoA ligasa inicia 
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tanto el metabolismo aeróbico como el anaeróbico del benzoato (Schühle et al., 2003; 
Kawaguchi et al., 2006). 
Como hemos indicado anteriormente, en R. palustris y Azoarcus sp. CIB existen 
proteínas ortólogas de Fnr, llamadas respectivamente AadR y AcpR, que juegan un 
papel esencial en la regulación de los clusters catabólicos de compuestos aromáticos 
dependiente de la presencia/ausencia de oxígeno (Dispensa et al., 1992; Egland y 
Harwood, 1999; Durante-Rodríguez et al., 2006) (Figuras 7 y 8). A pesar de la similitud 
existente a nivel de secuencia aminoacídica y de mecanismo de acción entre AadR, 
AcpR y Fnr, parece que las tres proteínas no juegan el mismo papel en los 
correspondientes microorganismos hospedadores. La ausencia de Fnr en E. coli se 
caracteriza por producir efectos pleiotrópicos que conducen, por ejemplo, a la 
incapacidad de la cepa mutante para crece empleando NO3- o fumarato como aceptores 
finales de electrones (Unden et al., 1995). Sin embargo, la ausencia de AadR y de AcpR 
en R. palustris y Azoarcus sp. CIB, respectivamente, no parece acarrear ninguna 
desventaja que impida el crecimiento anaeróbico en fuentes de carbono no aromáticas. 
Este fenotipo podría ser indicativo de que AadR y AcpR son reguladores dependientes 
de oxígeno que están especializados en el control de la expresión de los genes 
responsables del catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos, en lugar de ser 
reguladores globales que controlen la expresión de diferentes circuitos génicos, como 
ocurre con otros miembros de la superfamilia Fnr (Körner et al., 2003). Esta aparente 
especialización de funciones podría ser característica de microorganismos capaces de 
degradar compuestos aromáticos como R. palustris y Azoarcus sp. CIB, en los que el 
análisis de su genoma revela la presencia de un importante número de genes reguladores 
de la superfamilia Fnr/Crp, mientras que en E. coli sólo se ha identificado un gen de este 
tipo, fnr, en su genoma (Körner et al., 2003; Rabus, 2005). 
Recientemente se ha identificado en R. palustris un nuevo regulador global, FixK, 
relacionado con el crecimiento en condiciones de microaerofilia y con la adaptación del 
metabolismo desde estas condiciones a la anoxia. La proteína FixK funciona en 
coordinación con un sistema sensor transmembrana codificado por los genes fixJL, y 
activa la expresión de aadR (Rey y Harwood, 2010). Además, se ha realizado un análisis 
transcriptómico que demuestra que AadR controla la expresión de otros genes además 
de regular los operones bad y hba (Egland y Harwood, 1999; Egland y Harwood, 2000), 
activando por ejemplo la expresión del cluster pim y reprimiendo la expresión de, por 
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ejemplo, diversas dioxigenasas que emplean oxígeno como cosustrato para su catálisis 
(Rey y Harwood, 2010). 
2.2.2. Regulación dependiente de fuentes de carbono alternativas 
(represión catabólica) 
La existencia en los hábitats bacterianos de diferentes fuentes de carbono que 
pueden ser empleadas por un mismo microorganismo convierte en una ventaja 
adaptativa a los mecanismos reguladores asociados a la elección selectiva del orden en el 
que se van a utilizar los diferentes sustratos. El término represión catabólica, o represión 
por catabolito, agrupa al conjunto de procesos reguladores que permiten que la 
expresión de las rutas catabólicas para la degradación de compuestos no preferenciales 
estén silenciadas cuando las bacterias están expuestas a una fuente de carbono 
preferencial, incluso cuando el inductor específico de la ruta está presente (Carmona, 
2008; Cases y de Lorenzo, 2005; Díaz y Prieto, 2000; Rojo y Dinamarca, 2004). 
Podemos considerar fuentes de carbono preferenciales a las que son de fácil asimilación 
e incorporación al metabolismo bacteriano, y que no requieren una inversión energética 
inicial muy elevada para su catabolismo, como sí ocurre con los compuestos aromáticos. 
El estudio del catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos ha permitido identificar 
alguno de los mecanismos que participan en el proceso de represión catabólica (Collier 
et al., 1996; Shingler, 2003; Prieto et al., 2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Marqués et al., 
2006; Ohtsubo et al., 2006; Carmona et al., 2008; Moreno y Rojo, 2008). 
En E. coli la represión catabólica de las rutas de degradación de compuestos 
aromáticos está mediada por la proteína Crp, un activador global de la transcripción en 
presencia de AMPc (Prieto et al., 2004). En el cromosoma de P. putida se ha hallado un 
gen cuyo producto génico muestra una alta similitud de secuencia con la proteína Crp de 
E. coli pero no parece estar relacionada con los procesos de represión catabólica (Suh et 
al., 2002; Morales et al., 2004; Rojo y Dinamarca, 2004; Milanesio et al., 2011). En 
bacterias no entéricas se han identificado varias proteínas relacionadas con la regulación 
por catabolito, como por ejemplo Crc (Catabolite repression control) (Morales et al., 2004; 
Rojo y Dinamarca, 2004; Moreno y Rojo, 2008; Moreno et al., 2010; Linares et al., 2010), 
PtsN y PtsO (sistema fosfotransferasa relacionado con el metabolismo del nitrógeno; 
Marqués et al., 2006; Pflüger y de Lorenzo, 2008; Pflüger-Grau et al., 2011), algunas 
oxidasas terminales (CyoB) capaces de detectar el estado redox de la bacteria 
(Petruschka et al., 2001; Morales et al., 2006) y el regulador de respuesta BphQ (Ohtsubo 
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et al., 2006). Todos estos reguladores globales contribuyen a modular la expresión de 
rutas de acumulación de carbono y nitrógeno en la célula (Daniels et al., 2010). No 
obstante, diferentes cepas de la misma especie pueden utilizar el mismo factor 
transcripcional para controlar distintas funciones celulares, lo que refleja que los 
sistemas reguladores han evolucionado independientemente de las funciones que 
regulan (Milanesio et al., 2011). 
En ocasiones la represión catabólica no se ejerce directamente sobre el promotor 
de los genes catabólicos, sino que se ejerce a través de la variación en los niveles de 
expresión de los reguladores específicos correspondientes. Un ejemplo de este sistema 
de control se ha descrito en P. putida Gpo1, cepa en la que cuando aumenta la represión 
catabólica de la ruta para la degradación de alcanos (genes alk) disminuye la expresión 
del gen regulador que codifica el activador transcripcional específico AlkS (Canosa et al., 
2000). En P. putida H se observa un fenómeno similar sobre la expresión de los genes 
phl, responsables de la degradación de fenol, mediante la modulación de la expresión del 
activador específico PhlR (Müller et al., 1996). 
A pesar de que los trabajos relativos a la represión catabólica son mucho más 
abundantes en el catabolismo aeróbico de compuestos aromáticos, también se han 
documentado ejemplos en microorganismos anaerobios como T. aromatica y Azoarcus sp. 
CIB (Heider et al., 1998; López-Barragán et al., 2004a). En estos microorganismos la ruta 
para la degradación anaeróbica del benzoato está reprimida en presencia de ácidos 
orgánicos como succinato, malato y acetato. Por otro lado, compuestos que no pueden 
ser metabolizados por estas cepas bacterianas, como glicerol, fructosa y maltosa, no 
causan represión de la ruta. Los mecanismos moleculares de la represión catabólica en 
estos microorganismos anaeróbicos se desconocen hasta la fecha. Sólo los experimentos 
preliminares llevados a cabo en Azoarcus sp. CIB revelan que la represión catabólica 
tiene lugar a nivel de la actividad del promotor catabólico PN que controla la expresión 
de los genes bzd, pero no sobre el promotor PR que controla la expresión del regulador 
BzdR (López-Barragán et al., 2004; Durante-Rodríguez et al., 2008). 
3. La degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno 
Uno de los grupos de compuestos aromáticos más contaminantes es el 
denominado BTEX, formado por los hidrocarburos benceno, tolueno, etilbenceno y 
xilenos (isómeros orto, meta y para). Estos compuestos aromáticos se producen en las 
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industrias petroquímicas y se caracterizan por poseer una elevada hidrofobicidad y 
volatilidad. El extensivo uso de estos productos los convierte en unos contaminantes de 
primer orden, presentes por ejemplo en acuíferos, sedimentos, vertidos petrolíferos y 
productos derivados de la gasolina (Lin et al., 2002). La biodegradación anaeróbica de los 
compuestos BTEX es la mejor estudiada en comparación con la de otros hidrocarburos 
aromáticos, como pueden ser los hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAHs) o 
heterocíclicos. 
3.1. La degradación anaeróbica de tolueno 
Dentro de los compuestos BTEX el tolueno ha sido el más estudiado tanto en 
bacterias anaerobias facultativas como estrictas. El estudio del catabolismo anaeróbico 
del tolueno ha permitido identificar una nueva estrategia general de activación de 
hidrocarburos aromáticos (y también alifáticos) que se fundamenta en la adición 
covalente de dichos hidrocarburos a una molécula de fumarato. Los ácidos aromáticos 
que se generan son sustrato adecuado para reacciones similares a las de la β-oxidación 
en la formación, finalmente, de benzoil-CoA o sus derivados (Fuchs, 2008; Foght, 
2008). 
Los genes relacionados con la degradación anaeróbica del tolueno se identificaron 
inicialmente en T. aromatica K172 y se denominaron bss (benzylsuccinate synthase) y bbs (β-
oxidation of benzylsuccinate). Los genes bss codifican la actividad responsable de la 
activación del tolueno a bencilsuccinato (Leuthner et al., 1998; Coschigano et al., 1998), 
mientras que los bbs dan lugar a los productos que canalizan la degradación del 
bencilsuccinato a benzoil-CoA (Leuthner y Heider, 2000) (Figura 9). El proceso se inicia 
con la adición por parte de la bencilsuccianto sintasa del grupo metilo del tolueno  a una 
molécula de ácido fumárico, para dar lugar a (R)-bencilsuccinato. La bencilsuccianto 
sintasa es un complejo multiproteico (α2β2γ2) codificado por los genes bssABC en T. 
aromatica K172 y por sus ortólogos tutDGF en T. aromatica T1 (Li et al., 2009). La 
mutación de cualquiera de estas subunidades impide la acción enzimática (Achong et al., 
2001; Coschigano, 2002). En presencia de oxígeno la subunidad α se fragmenta, lo que 
conduce a una inactivación irreversible de la enzima (Leuthner et al., 1998). 
La β-oxidación del (R)-bencilsuccinato se inicia mediante su activación con CoA, 
mediada por el complejo catalítico BbsEF, responsable de la actividad succinil-CoA:(R)-
bencilsuccinato CoA-transferasa (Leutwein y Heider, 2001). A continuación el producto 
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del gen bbsG lleva a cabo una deshidrogenación que da lugar a (E)-fenil-itaconil-CoA 
(Leutwein y Heider, 2002). Los pasos restantes hasta la formación del benzoil-CoA no 
se han caracterizado bioquímicamente. La tercera enzima de la β-oxidación podría ser 
una hidroxiacil-CoA hidratasa codificada por el gen bbsH, que transformaría el producto 
de la reacción anterior en 2-[hidroxi(fenil)metil]-succinil-CoA (Leuthner y Heider, 2000). 
En cuarto lugar una hidroxiacil-CoA deshidrogenasa formada por dos unidades, o dos 
isoenzimas con actividad hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, codificadas por los genes 
bbsCD darían lugar a benzoil-succinil-CoA (Leuthner y Heider, 2000). La ruta periférica 
terminaría con la acción de una tiolasa, hipotéticamente codificada por los genes bbsAB, 
que escidiría el producto de la reacción anterior en benzoil-CoA y succinil-CoA (Kühner 
et al., 2005). 
Figura 9. A) Esquema propuesto de la ruta periférica de degradación anaeróbica del
tolueno y m-xileno.Las moléculas dibujadas en negro constituyen la ruta periférica de 
degradación anaeróbica del tolueno. El m-xileno y sus intermediarios catabólicos se indican 
con el grupo metilo en posición meta rodeado por un círculo rojo. Las proteínas Bss y Bbs se
indican junto a cada reacción enzimática. La flecha naranja indica la etapa catalizada por la
bencilsuccinato sintasa BssCAB (auxiliada por las proteínas BssDE), que activa el
hidrocarburo mediante su adición a una molécula de fumarato. Las flechas azules muestran
las posibles enzimas implicadas en la β-oxidación del bencilsuccinato formado hasta benzoil-
CoA. Sdh, representa la actividad succinato deshidrogenasa que transforma el succinato en
fumarato. Los compuestos derivados del tolueno que aparecen en la figura son: (1) (R)-
bencilsuccinato; (2) bencil-succinil-CoA; (3) (E)-fenil-itaconil-CoA; (4) 2-[hidroxi(fenil)metil]-
succinil-CoA; (5) Benzoil-succinil-CoA. Las moléculas derivadas del m-xileno que se 
generarían por la misma ruta son los correspondientes derivados metilados en posición meta
de los compuestos citados anteriormente. 
B) Organización del cluster bss-bbs para la degradación anaeróbica del tolueno y m-
xileno en Azoarcus sp. CIB. Las flechas naranjas representan genes codificantes del
sistema regulador bicomponente TdiRS. Las flechas moradas representan los genes que 
codifican las subunidades y proteínas activadoras de la bencilsuccinato sintasa, mientras que
las azules muestran los genes presuntamente implicados en la β-oxidación del 
bencilsuccinato. Las flechas blancas representan genes de función desconocida. 
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Los genes responsables de la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno 
en bacterias desnitrificantes de los géneros Thauera, Azoarcus/Aromatoleum y 
Magnetospirillum se ubican en una misma agrupación génica que incluye a los genes 
catabólicos bss (o sus correspondientes ortólogos tut) y bbs y a un sistema regulador de 
dos componentes tdiSR (subfamilia TodS/TodT) (Kube et al., 2004) (Figura 9B). La 
organización transcripcional de los genes bss/tut se ha estudiado en T. aromatica K172, T. 
aromatica T1 y Azoarcus sp. T (Coschigano, 2000; Achong et al., 2001; Hermuth et al., 
2002). En Azoarcus sp. CIB se ha identificado el cluster bbs-bss completo, y se ha 
caracterizado su organización transcripcional, así como el sistema regulador específico 
mediado por el sistema de dos componentes TdiSR (Blázquez, 2009). En la cepa T. 
aromatica K172 existe además un control post-transcripcional de los genes bss, que 
implica un procesamiento del RNA mensajero que da lugar a transcritos de diferente 
vida media, corta en el caso de bssDCABE y larga en el caso de bssCABE. Este 
mecanismo modularía los niveles de la bencilsuccinato sintasa BssCAB y de su activador 
BssD en la célula (Hermuth et al., 2002). 
El análisis del genoma de microorganismos anaerobios estrictos como G. 
metallireducens GS-15 ha permitido la identificación de genes que muestran similitud con 
bss-bbs, pero se han hallado diferencias en los sistemas reguladores asociados, que 
pertenecen a las familias XylR y TetR en lugar de mostrar similitud con TdiSR (Kühner 
et al., 2005; Butler et al., 2007) (Figura 9B). 
3.2. La degradación anaeróbica del m-xileno 
Al comienzo de este trabajo se conocían diferentes cepas bacterianas capaces de 
emplear anaeróbicamente el m-xileno como única fuente de carbono y energía, tanto β-
proteobacterias desnitrificantes como Azoarcus toluvorans Td15 (Fries et al., 1994), 
Azoarcus sp. M (Hess et al., 1997), Azoarcus sp. T (Krieger et al., 1999; Achong et al., 
2001), Thauera sp. mXyN1 (Rabus y Widdel, 1995) y Azoarcus sp. CIB (Blázquez, 2009), 
δ-proteobacterias reductoras de sulfato como la cepa mXyS1 (Harms et al., 1999), como 
la bacteria Gram-positiva reductora de sulfato Desulfotomaculum sp. OX39 (Morasch et al., 
2004). La ruta periférica para la degradación anaeróbica del m-xileno coincide con la ruta 
peroférica del tolueno. El m-xileno se activa con ácido fumárico para dar lugar a 3-
metilbencilsuccinato (Krieger y et al., 1999). La reacción está catalizada por la misma 
bencilsuccinato sintasa que activa al tolueno en Azoarcus sp. T (Achong et al., 2001; 
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Verfürth et al., 2004). Las cepas de Azoarcus sp. CIB mutantes en los genes bss  y bbs se 
muestran incapaces de crecer anaeróbicamente empleando tanto tolueno como m-xileno 
como fuentes de carbono (Blázquez, 2009), lo que confirma la implicación de la misma 
ruta periférica Bss-Bbs en el metabolismo anaeróbico del tolueno y m-xileno. La 
degradación del m-xileno a través de su ruta periférica común con el tolueno daría lugar 
a 3-metilbenzoil-CoA en lugar de a benzoil-CoA (Krieger et al., 1999; Blázquez, 2009) 
(Figura 9A). 
3.3. La ruta central del 3-metilbenzoil-CoA 
Como se ha indicado anteriormente, el 3-metilbenzoil-CoA se genera en la ruta 
periférica de la degradación anaeróbica del m-xileno (Figura 9A) y es muy 
probablemente el primer intermediario de la degradación anaeróbica del 3MBz 
(Carmona et al., 2009). Los estudios llevados a cabo con Azoarcus buckelii U120 han 
demostrado que el 3-metilbenzoil-CoA puede producirse como intermediario en otra 
ruta diferente, la responsable de la degradación anaeróbica del o-cresol (Rudolphi et al., 
1991). El mecanismo propuesto sugiere que el o-cresol podría sufrir una carboxilación 
que daría lugar a 4-hidroxi-3-metilbenzoato, un intermediario que se activaría a su 
correspondiente tioéster de CoA y posteriormente se deshidroxilaría a 3-metilbenzoil-
CoA. A pesar de que el 3-metilbenzoil-CoA constituye, por lo tanto, un intermediario 
central en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos metilados (Figura 2), su 
ruta de degradación era desconocida al comienzo de esta Tesis Doctoral. El hecho de 
que cepas de Azoarcus sp. CIB mutantes en la ruta central bzd o en la actividad glutaril-
CoA deshidrogenasa (gcdH), esencial para la incorporación de los productos de la 
degradación del benzoil-CoA al metabolismo central bacteriano, puedan crecer 
anaeróbicamente empleando m-xileno como fuente de carbono (Blázquez et al., 2008; 
Blázquez, 2009) apoya la hipótesis de la existencia de una ruta central y una ruta baja 
específicas para la degradación de 3-metilbenzoil-CoA y distintas de las ya caracterizadas 
para la degradación de benzoil-CoA. 
La necesidad de una ruta central específica del 3-metilbenzoil-CoA, distinta de la 
ampliamente extendida ruta central del benzoil-CoA, permite explicar que si bien se han 
aislado numerosos microorganismos degradadores de tolueno sólo unos pocos sean 
capaces de mineralizar también m-xileno. 
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Dado que Azoarcus sp. CIB es un microorganismo modelo para el estudio de las 
rutas catabólicas que permiten la degradación de compuestos aromáticos en condiciones 
anaeróbicas (López-Barragán et al., 2004; Barragán et al., 2005; Durante-Rodríguez et al., 
2006; Blázquez et al., 2008; Durante-Rodríguez et al., 2008 y 2010), es capaz de utilizar 
m-xileno como única fuente de carbono y energía en condiciones desnitrificantes 
(López-Barragán et al., 2004), y su genoma ha sido recientemente secuenciado, en esta 
Tesis Doctoral se ha procedido a la identificación y caracterización molecular de la ruta 
central del 3-metilbenzoil-CoA en este organismo modelo. 
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Como se ha comentado en la Introducción, Azoarcus sp. CIB es un microorganismo 
modelo para el estudio del catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos. La 
capacidad de la cepa para crecer en diferentes compuestos contaminantes, la existencia 
de herramientas para su manipulación genética y la reciente secuenciación de su genoma 
facilitan la realización de estudios genéticos y bioquímicos en este microorganismo 
biodegradador. 
Al inicio de esta Tesis Doctoral se había caracterizado la ruta periférica de 
degradación del tolueno y m-xileno, pero no se tenía ninguna información sobre la 
hipotética ruta central del 3-metilbenzoil-CoA que canalizaría el producto de la ruta 
periférica del m-xileno al metabolismo central bacteriano. También se desconocía la ruta 
periférica que podría activar 3MBz a 3-metilbenzoil-CoA. Ninguna de estas rutas había 
sido caracterizada hasta la fecha en ningún microorganismo. 
En esta Tesis se propuso identificar los determinantes genéticos relacionados con 
la degradación del 3-metilbenzoil-CoA, caracterizar bioquímicamente sus pasos 
enzimáticos clave, e investigar los posibles sistemas reguladores que modularían su 
expresión. De esta forma, se definieron los siguientes objetivos: 
 Objetivo 1: Identificar los genes responsables de la ruta central del 3-
metilbenzoil-CoA y la ruta periférica del 3MBz en Azoarcus sp. CIB (cluster mbd). 
 Objetivo 2: Clonar los genes codificantes de las actividades enzimáticas clave de 
la ruta y caracterizar bioquímicamente sus productos proteicos. 
 Objetivo 3: Estudiar la organización transcripcional de los operones que forman 
parte del cluster mbd. 
 Objetivo 4: Caracterizar la regulación transcripcional específica del cluster mbd. 
 Objetivo 5: Identificar la existencia de sistemas de regulación sobreimpuesta que 
modulen la expresión del cluster mbd. 
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1. Cepas bacterianas, plásmidos y oligonucleótidos 
Las cepas de bacterias que se han utilizado en este trabajo se detallan a 
continuación en la Tabla 3 junto con sus genotipos y características más relevantes. 
Los plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 4 donde se 
muestra el nombre de cada plásmido y sus características más relevantes. 
Los oligonucleótidos empelados en este trabajo se muestran en la Tabla 5. Todos 
los ligonucleótidos fueron adquiridos a Sigma-Genosys.  
 
 
 
 
Tabla 3. Cepas bacterianas empleadas en este trabajo. 
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Tabla 4. Plásmidos empleados en este trabajo. 
Plásmido Descripción Referencia 
pK18mob Kmr, oriColE1, Mob+, lacZα, vector suicida para la construcción de 
mutantes por inserción mediante recombinación homóloga 
Schäfer et al., 1994 
pK18bcrB Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/XbaI 
de 787 pb del gen mbdO 
Este trabajo 
pK18mbdY Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/XbaI 
de 709 pb del gen mbdY 
Este trabajo 
pK18mbdA Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/XbaI 
de 736 pb del gen mbdA 
Este trabajo 
pK18orf5 Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/XbaI 
de 585 pb del gen orf5 
Este trabajo 
pK18orf6 Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/XbaI 
de 723 pb del gen orf6 
Este trabajo 
pK18mbdRnew Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento HindIII/EcoRI 
de 524 pb del gen mbdR 
Este trabajo 
pK18mbdB1 Kmr, derivado de pK18mob que incluye un fragmento EcoRI/XbaI de 
728 pb del gen mbdB1 
Este trabajo 
pUC18/19 Apr, oriColE1, lacZα Sambrook y Russel, 2001 
pUCmbdA Apr, derivado de pUC19 que contiene el gen mbdA bajo el control del 
promotor Plac 
Este trabajo 
pUCBZDA Apr, derivado de pUC18 que contiene el gen bzdA bajo el control del 
promotor Plac 
López-Barragán et al., 2004 
pET-29a Kmr, vector de clonación e hiperexpresión, oriColE1 Novagen 
pETmbdW Kmr, derivado de pET-29a que expresa la proteína MbdW con una 
fusión de 6 Histidinas en su extremo carboxilo terminal  
Este trabajo 
pETmbdR Kmr, derivado de pET-29a que expresa la proteína MbdR con una 
fusión de 6 Histidinas en su extremo carboxilo terminal 
Este trabajo 
pSJ3 Apr, oriColE1, ´lacZ, vector para la búsqueda de promotores con el 
gen testigo lacZ flanqueado con dianas de restricción NotI 
Ferrández et al., 1998 
pSJ3PO Apr, derivado de pSJ3 que contiene  una fusión traduccional del 
promotor PO con el gen lacZ 
Este trabajo 
pSJ3PB1 Apr, derivado de pSJ3 que contiene  una fusión traduccional del 
promotor PB1 con el gen lacZ 
Este trabajo 
pSJ3PA Apr, derivado de pSJ3 que contiene  una fusión traduccional del 
promotor PA con el gen lacZ 
Este trabajo 
pSJ3P3R Apr, derivado de pSJ3 que contiene  una fusión traduccional del 
promotor P3R con el gen lacZ 
Este trabajo 
pIZ1016 Gmr, derivado del vector de clonación y expresión de amplio espectro 
de hospedador pBBR1MCS-5 con el promotor Ptac y el gen lacIQ de 
pMM40 
Moreno-Ruiz et al., 2003 
pIZmbdA Gmr, derivado de pIZ1016 que contiene el gen mbdA bajo el control 
de promotor Ptac 
Este trabajo 
pIZPO Gmr, derivado de pIZ1016 en el que se ha sustituido el promotor Ptac 
por la fusión traduccional PO::lacZ procedente del vector pSJ3PO 
Este trabajo 
pIZPB1 Gmr, derivado de pIZ1016 en el que se ha sustituido el promotor Ptac 
por la fusión traduccional P B1::lacZ procedente del vector pSJ3PB1 
Este trabajo 
pIZPA Gmr, derivado de pIZ1016 en el que se ha sustituido el promotor Ptac 
por la fusión traduccional PA::lacZ procedente del vector pSJ3PA 
Este trabajo 
pIZP3R Gmr, derivado de pIZ1016 en el que se ha sustituido el promotor Ptac 
por la fusión traduccional P3R::lacZ procedente del vector pSJ3P3R 
Este trabajo 
pIZ-FNR* Gmr, derivado de pIZ1016  que contiene el gen fnr* bajo el control de 
promotor Ptac. El producto proteico resultante es una variante de la 
proteína Fnr insensible al efecto del oxígeno. 
Durante-Rodríguez et al., 
2006 
pCK01 Cmr, oripSC101, vector de clonación de bajo número de copias con 
polylinker flanqueado por dianas NotI 
Fernández et al., 2005 
pCKmbdR Cmr, derivado de pCK01 que contiene el gen mbdR bajo el control del 
promotor Plac 
Este trabajo 
pJCD01 Apr, oriColE1; polylinker de pUC19 flanqueado por los terminadores 
rpoC y rrnBT1T2 
Marschall et al., 1998 
pJCDPO Apr, derivado de pJCD01 que contiene un fragmento ScaI/EcoRI de 
271 pb que incluye al promotor PO 
Este trabajo 
pJCDPB1 Apr, derivado de pJCD01 que contiene un fragmento ScaI/EcoRI de 
251 pb que incluye al promotor PB1 
Este trabajo 
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Tabla 5. Oligonucleótidos utilizados. Las regiones subrayadas pertenecen a la diana de 
restricción incluida en el nombre del oligonucleótido. 
Nombre Secuencia (5’3’) Localización relativa y utilización 
orf6mut HindIII 5´ GGGAAGCTTCGGGAAAGGGATTGCGTGAGC 
Fragmento interno de orf6 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdorf6 
orf6mut XbaI 3´ GCTCTAGACGACCTGCAAAACGCTGTTG 
Fragmento interno de orf6 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdorf6 
orf5mut HindIII 5´ CCCAAGCTTCCGACCCGGCCTCCATG 
Fragmento interno de orf5 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdorf5 
orf5mut XbaI 3´ GCTCTAGAGCACCTTCGCCATCGATG 
Fragmento interno de orf5 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdorf5 
mbdYmut HindIII 5´ CCCAAGCTTCCTACAGCGTCGACATGCTCAAG 
Fragmento interno de mbdY para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdY 
mbdYmut XbaI 3´ GCTCTAGAGCTCTTGGTCAGGCTATCCGGG 
Fragmento interno de mbdY para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdY 
5´ bcrmut (EcoRI) GCGGATCCGTGAAAATCGGCGTAGCACTTCAG 
Fragmento interno de mbdO para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdO 
3´ bcrmut (XbaI) GCTCTAGACACGCTATCGGAACCCGACGCA 
Fragmento interno de mbdO para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdO 
mbdAmut HindIII 5´.2 CCCAAGCTTGGCTGCTGCGGATGACGATTG 
Fragmento interno de mbdA para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdA 
mbdAmut XbaI 3´.2 GCTCTAGAGCCATCGCTATCGCGGTAATAGG 
Fragmento interno de mbdA para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdA 
mbdA HindIII 5´ CCCAAGCTTTGACCTAGCGCATTGAGGAAACCGACC 
Clonación mbdA en pUC19. 
Incluye RBS del gen mbdA. 
mbdA XbaI 3´ GCTCTAGATCAGTCATGAGCCGCATTTC Clonación mbdA en pUC19.  
mbdW NdeI 5´ GGGAATTCCATATGACCGACACACCGCTTGAAGTC Clonación mbdW en pET-29a. 
mbdW NotI 3´ ATAAGAATGCGGCCGCGCGATTTTTCCAACGCGGAGG Clonación mbdW en pET-29a. 
orf6 R1 CTTGCCGCGCGGAGTAGTC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
536 pb comprendido entre orf6 y 
orf5. Análisis transcripcional. 
orf5 F1 GCGATTGGTCATTGCACGTG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
536 pb comprendido entre orf6 y 
orf5. Análisis transcripcional. 
orf5 R1 CCATGATTGCCGCCACATAAG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
485 pb comprendido entre orf5 y 
korB2. Análisis transcripcional. 
korB2 F1 CGACTTGCGACGAGCTGAACG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
485 pb comprendido entre orf5 y 
korB2. Análisis transcripcional. 
korA2 R1 GGCTTTCGCGACCGCTCG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
500 pb comprendido entre korA2 
y mbdM. Análisis transcripcional. 
3MBzFed F1 CCACGTCTGTCCGGTAGACTCG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
500 pb comprendido entre korA2 
y mbdM. Análisis transcripcional. 
3MBzFed R1 CACCGCAACTAGTGCACTCATC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
791 pb comprendido entre mbdM y 
mbdW. Análisis transcripcional. 
mbdW F1 GGAACGCCTCGACGAACTCG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
791 pb comprendido entre mbdM y 
mbdW. Análisis transcripcional. 
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Nombre Secuencia (5’3’) Localización relativa y utilización 
mbdX R1 GCCACCGATGCCAGCGACAG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
704 pb comprendido entre mbdX y 
orf4. Análisis transcripcional. 
orf4 F1 CCGGAATCGACGTGTCGTATC 
Extremo 5´ de un fragmento de 
704 pb comprendido entre mbdX y 
orf4. Análisis transcripcional. 
orf1 R1 CAGATTGCAGTGAAAATCGATTGC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
739 pb comprendido entre orf1 y 
mbdN. Análisis transcripcional. 
mbdN F1 GCAGTTTACCGCCGCGCTG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
739 pb comprendido entre orf1 y 
mbdN. Análisis transcripcional. 
bcrB R2 TGCGCCATCGTACACTCCTCG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
203 pb comprendido entre PO y 
mbdO. Análisis transcripcional. 
mbdB1 R1 GGCAAAGTGGGCGGGCAGC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
278 pb comprendido entre PB1 y 
mbdB1. Análisis transcripcional. 
mbdB5 F1 GGGTTAGCGCCAATCATCTGCC 
Extremo 5´ de un fragmento de 
637 pb comprendido entre mbdB5 
y mbdA. Análisis transcripcional. 
mbdA R2 CGTTGCCGTACCGGTTGACG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
637 pb comprendido entre mbdB5 
y mbdA. Análisis transcripcional. 
mbdR-A3 (EcoRI) CGGAATTCCGGCTTAGTCACCC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
365 pb comprendido entre mbdR y 
la región intergénica mbdR-tdiR. 
Análisis transcripcional. 
mbdR-A5 (BamHI) CGGGATCCGAGGCAAATCCATT 
Extremo 5´ de un fragmento de 
365 pb comprendido entre mbdR y 
la región intergénica mbdR-tdiR. 
Análisis transcripcional. 
CIB +1PmbdO3´ CATTTGACGTTCTCCTCCTCACTTG 
Región intergénica mbdO-mbdB1. 
Primer extension promotor PO. 
CIB +1PmbdB13´ CATCTCTCCCTCCTGGACGATGAAG 
Región intergénica mbdO-mbdB1. 
Primer extension promotor PB1. 
Interno Pdiv>O ScaI 5´.2 AAAAGTACTGGTATTACGGTAAGTGCTCCACG 
Extremo 5´ de la sonda PO  (271 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA  
Pdiv>O EcoRI 3´.2 CCGGAATTCTTAATGGAAACGCGCTTCGC 
Extremo 3´ de la sonda PO  (271 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA 
Interno Pdiv>B1 ScaI 5´.2 AAAAGTACTCGTGGAGCACTTACCGTAATACC 
Extremo 5´ de la sonda PB1  (251 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA 
Pdiv>B1 EcoRI 3´ CCGGAATTCCCTGCGCGCGGCACTATG 
Extremo 3´ de la sonda PB1  (251 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA 
5´mbdR mut2 (HindIII) GCGAAGCTTACCGTGCGACAACGAT 
Fragmento interno de mbdR para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdR 
3´mbdR mut2 (EcoRI) CGGAATTCGCCATTGAGAAGTACCG 
Fragmento interno de mbdR para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdR 
mbdB1mut EcoRI 5´ GGAATTCCGGCCGCGAGGTTGAGTACG 
Fragmento interno de mbdB1 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdB1 
mbdB1mut XbaI 3´ GCTCTAGACCTGCACCGCGTACACGTCG 
Fragmento interno de mbdB1 para 
construcción mutante Azoarcus sp. 
CIBdmbdB1 
PmbdO KpnI 5´ GGGGTACCCATCTCTCCCTCCTGGACGATGAAG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
563 pb que se corresponde con la 
región intergénica mbdO-mbdB1. 
Clonación promotor PO en pSJ3 
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Nombre Secuencia (5’3’) Localización relativa y utilización 
PmbdO XbaI 3´ GCTCTAGAGGCATTTGACGTTCTCCTCCTCACTTG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
563 pb que se corresponde con la 
región intergénica mbdO-mbdB1. 
Clonación promotor PO en pSJ3 
PmbdB1 KpnI 5´ GGGGTACCCATTTGACGTTCTCCTCCTCACTTG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
563 pb que se corresponde con la 
región intergénica mbdO-mbdB1. 
Clonación promotor PB1 en pSJ3 
PmbdB1 XbaI 3´ GCTCTAGAGGCATCTCTCCCTCCTGGACGATGAAG 
Extremo 3´ de un fragmento de 
563 pb que se corresponde con la 
región intergénica mbdO-mbdB1. 
Clonación promotor PB1 en pSJ3 
PmbdO F1 GCTGGTATGTTGTGCGGAGTGG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
203 pb comprendido entre PO y 
mbdO. Análisis transcripcional. 
PmbdB1 F1 CGCCGTTTTCCGCAATGACTG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
278 pb comprendido entre PB1 y 
mbdB1. Análisis transcripcional. 
mbdR SalI 5´ ACGCGTCGACTGACCTAAGGAGGTAAATAATGAGAAAGCTGAACAAGAAGGAAG 
Clonación mbdR en pCK01. Las 
bases con subrayado doble señalan 
una secuencia RBS consenso para 
E. coli acompañada de codones de 
fin en los tres marcos de lectura. 
mbdR PstI 3´ AACTGCAGTCAGAATGTCGGATTTTTGCAGG Clonación mbdR en pCK01. 
mbdR NdeI 5´ GGAATTCCATATGAGAAAGCTGAACAAGAAGGAAGAGCAGAG Clonación mbdR en pET-29a. 
mbdR XhoI 3´ CCGCTCGAGGAATGTCGGATTTTTGCAGGAGCC Clonación mbdR en pET-29a. 
Intergénica mbdB5-mbdA 
KpnI 5´ 
GGGGTACCAAGTTTTCATTATCTCTAGTACC
GG 
Extremo 5´ de un fragmento de 
238 pb de la región intergénica 
mbdB5-mbdA que incluye al 
promotor PA. Clonación PA en 
pSJ3 
Intergénica mbdB5-mbdA 
XbaI 3´.2 
GCTCTAGACCCATGGTCGGTTTCCTCAATGC
GC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
238 pb de la región intergénica 
mbdB5-mbdA que incluye al 
promotor PA. Clonación PA en 
pSJ3 
PmbdR KpnI 5´ GGGGTACCATGCTCGAAGTCAGGTATCCATC 
Extremo 5´ de un fragmento de 
451 pb de la región intergénica 
mbdR-tdiR que incluye al promotor 
P3R. Clonación P3R en pSJ3 
PmbdR XbaI 3´ GCTCTAGAGGCATGATGTCTGGAGATGTTCC 
Extremo 3´ de un fragmento de 
451 pb de la región intergénica 
mbdR-tdiR que incluye al promotor 
P3R. Clonación P3R en pSJ3 
PmbdA ScaI 5´ AAAAGTACTGAGGCCCCGCCCAAGTTTTC 
Extremo 5´ de la sonda PA  (225 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA 
PmbdA EcoRI 3´ CGGAATTCCCTCAATGCGCATCAACATAGTG
Extremo 3´ de la sonda PA (225 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA. Primer 
extension PA 
PmbdR ScaI 5´ AAAAGTACTCACAACTCTTCACCACCAACGCG 
Extremo 5´ de la sonda P3R  (352 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA 
PmbdR EcoRI 3´ CGGAATTCGTTCCAATGGATTTGCCTCTCGG
Extremo 3´ de la sonda P3R  (352 
pb) para experimentos in vitro de 
interacción proteína-DNA. Primer 
extension P3R 
F24 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 
Secuenciación fragmentos DNA 
clonados en plásmidos que portan 
el gen lacZα 
Materiales y Métodos 
 52
Nombre Secuencia (5’3’) Localización relativa y utilización 
R24 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 
Secuenciación fragmentos DNA 
clonados en plásmidos que portan 
el promotor Plac o derivados 
T7 TAATACGACTCACTATAGGG 
Secuenciación fragmentos de 
DNA clonados en plásmidos que 
contienen el promotor T7 
TT7 GCTAGTTATTGCTCAGCGG 
Secuenciación fragmentos de 
DNA clonados en plásmidos que 
contienen el terminador 
transcripcional T7 
5´ POL III HK GGACGCAGTCTTTTGCGTGGTAAC 
Extremo 5´ de un fragmento 
interno de 220 pb del gen house-
keeping dnaE, codificante de la 
subunidad α de la DNA 
polimerasa III 
3´ POL III HK GTGCGTCAAAGTCGCTGCTGTCG 
Extremo 3´ de un fragmento 
interno de 220 pb del gen house-
keeping dnaE, codificante de la 
subunidad α de la DNA 
polimerasa III 
2. Medios y condiciones de cultivo 
Todas las soluciones y medios de cultivo utilizados en este trabajo se esterilizaron 
por calor húmedo en autoclave a 121 ºC y 1 atmósfera de presión, o mediante filtración 
utilizando filtros estériles Millipore de 0.2 μm de diámetro. Para los crecimientos de E. 
coli y Azoarcus sp. CIB se utilizaron diferentes medios de cultivo cuya composición 
aparece reseñada a continuación. 
2.1. Medios de cultivo empleados para Escherichia coli 
El medio rico empleado fue Lysogeny Broth (LB) (Sambrook y Rusell, 2001; Bertani, 
2004). Los cultivos de E. coli en medio sólido se realizaron con medio LB 
complementado con agar al 1.5% (masa/volumen). En los casos en los que se consideró 
necesario, se añadió 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido (X-gal) a una 
concentración de 0.08 mM, así como isopropil-1-tio-β-D-galactopiranósido (IPTG) a 
una concentración de 0.5 mM. 
El medio mínimo empleado para E. coli fue M63 (Miller, 1972), al que se añadió 
agar al 1.5% (masa/volumen) para los crecimientos en medio sólido. El medio mínimo 
se complementó con glicerol (30 mM) como fuente de carbono, así como con las 
vitaminas y aminoácidos necesarios para cada cepa a las concentraciones recomendadas 
por Gerhardt et al. (1994). Para los cultivos en condiciones anóxicas se añadió KNO3 10 
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mM como aceptor final de electrones. Cuando fueron requeridos, los antibióticos se 
utilizaron a las concentraciones que se indican en el apartado 2.3. 
2.2. Medios de cultivo empleados para Azoarcus sp. CIB 
El medio mínimo empleado en este trabajo para cultivar las cepas de Azoarcus sp. 
CIB está basado en el medio basal MA (pH 7.5), cuya composición se detalla a 
continuación: 
 KH2PO4 0.33 g 
 Na2HPO4 1.2 g 
 NH4Cl 0.11 g 
 MgSO4·7H2O 0.1 g 
 CaCl2 0.04 g 
 H2O destilada (hasta 1 l) 
Este medio basal fue suplementado con una solución de elementos traza (pH 6.5), 
cuya composición (1000x) se detalla a continuación: 
 Ácido nitrilotriacético (NTA) 1.5 g 
 MgSO4·7H2O 3.0 g 
 MnSO4·2H2O 0.5 g 
 NaCl 1.0 g 
 FeSO4·7H2O 0.1 g 
 CoSO4·7H2O 0.18 g 
 NaSeO3 ·5H2O 0.3 g 
 ZnSO4·7H2O 0.18g 
 CuSO4·5H2O 0.01 g 
 KAI(SO4)2·12H2O 0.02 g 
 H3BO3 0.01 g 
 Na2MoO·2H2O 0.01 g 
 NiCl2·6H2O 0.025 g 
 H2O destilada (hasta 1 l) 
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También se suplementó el medio MA con una solución de vitaminas cuya 
composición (1000x) es la siguiente: 
 Biotina 20 mg 
 Piridoxina-HCl 10 mg 
 Riboflavina 50 mg 
 D-Pantotenato cálcico 50 mg 
 Ácido p-aminobenzoico 50 mg 
 Ácido fólico 20 mg 
 Tiamina-HCl·2H2O 50 mg 
 Ácido nicotínico 50 mg 
 Vitamina B12 50 mg 
 H2O destilada (hasta 1 l) 
Para el crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB se añadió KNO3 10 mM, 
como aceptor final de electrones, al medio MC (medio basal complementado con 
vitaminas y elementos traza). Además, para asegurar el ambiente reductor, se añadió al 
medio MC una solución de sulfuro ferroso a una concentración final de 0.044 mg/ml. 
2.3. Antibióticos 
Los antibióticos se prepararon en soluciones 1000 veces concentradas en agua, 
excepto el cloranfenicol y la rifampicina que se disolvieron en etanol 100% y en DMSO 
100%, respectivamente. Estas soluciones se esterilizaron por filtración y se almacenaron 
a -20 ºC. Los antibióticos se utilizaron a las concentraciones finales que se indican: 
 Ampicilina (Ap) 100 μg/ml 
 Cloranfenicol (Cm) 34 μg/ml 
 Kanamicina (Km) 50 μg/ml 
 Rifampicina (Rf) 50 μg/ml 
 Gentamicina (Gm) 7.5 μg/ml 
2.4. Obtención de condiciones anaeróbicas en los 
medios de cultivo 
Para obtener condiciones de anaerobiosis, el medio de cultivo así como las 
soluciones de elementos traza, nitrato potásico, sulfuro ferroso y todos los compuestos 
que fueron utilizados como fuente de carbono, se dispensaron en frascos de vidrio, los 
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cuales se taparon con tapones de goma y se sellaron con arandelas de aluminio. A través 
del tapón de goma se inyectó una aguja conectada a un depósito de nitrógeno (Air 
Liquide), permitiendo pasar un flujo de este gas al medio líquido durante varios minutos 
con el objeto de eliminar el oxígeno. Finalmente, todos los frascos fueron autoclavados. 
Para obtener una solución anaeróbica y estéril de vitaminas (las cuales son sensibles al 
calor) se realizó la misma operación descrita anteriormente pero con frascos de vidrio 
vacíos en los que, después de ser esterilizados por autoclave, se inyectó la solución de 
vitaminas mediante una jeringa conectada a un filtro estéril Millipore (de 0.2 μm de 
diámetro de poro). Una vez preparadas estas soluciones, fueron añadidas al medio basal 
MA para obtener así el medio MC complementado con las correspondientes fuentes de 
carbono. Tanto la filtración de las soluciones de vitaminas como la inoculación de los 
medios de cultivo con las distintas cepas bacterianas, se realizaron en una cámara de 
anaerobiosis (Forma Scientific). 
2.5. Condiciones de cultivo 
Para los crecimientos aeróbicos, las cepas de E. coli fueron cultivadas a 37 ºC con 
fuerte agitación (250 rpm), mientras que Azoarcus sp. CIB fue incubado a 30 ºC con 
suave agitación. Ambas estirpes bacterianas fueron incubadas a 30 ºC sin agitación para 
su crecimiento anaeróbico. Cuando se utilizaron compuestos aromáticos como fuente 
de carbono, éstos fueron añadidos al medio MC a una concentración de 3 mM, si no se 
especifica otra concentración. El m-xileno se añadió a una concentración de 250 mM en 
2 ml de una fase orgánica de 2,2,4,4,6,8,8-heptametilnonano (HMN) que fue añadida al 
medio de cultivo (15 ml). Atendiendo al coeficiente de reparto octanol/agua del m-
xileno (Kow = 3.2), la concentración del compuesto en la fase acuosa cuando se añaden a 
una concentración de 250 mM en HMN es de 0.15 mM. Las fuentes de carbono no 
aromáticas, como por ejemplo sales de ácidos orgánicos (succinato, glutarato, etc.) y 
casaminoácidos, fueron añadidos a los medios de cultivo en una relación 0.2% v/v salvo 
que se indique lo contrario. 
El crecimiento de los cultivos fue monitorizado midiendo la absorbancia a 600 
nm (A600) empleando un espectrofotómetro Shimadzu UV-260. La morfología celular se 
analizó con un microscopio de contraste de fase Nikon OPTIPHOT-2. La 
desnitrificación en cultivos anaeróbicos fue monitorizada midiendo los niveles de NO3- 
y NO2- con el Test Nitrates (Merck). El consumo de benzoato en el medio de cultivo 
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fue monitorizado espectrofotométricamente a 273 nm tras la acidificación del medio 
con HCl. 
2.6. Conservación de las cepas bacterianas 
Durante cortos períodos de tiempo (menos de un mes) E. coli se conservó a 4 °C 
en placas de medio LB o de medio mínimo. Los cultivos anaeróbicos de Azoarcus sp. 
CIB se conservaron adecuadamente durante un periodo aproximado de un mes a 4 ºC 
en viales de vidrio. Para su conservación a largo plazo, las bacterias se congelaron en el 
medio de cultivo correspondiente con glicerol al 15% (v/v) y se mantuvieron a -80 °C. 
3. Técnicas de manipulación de DNA y RNA 
La manipulación del DNA así como la mayor parte de las técnicas de biología 
molecular utilizadas en este trabajo fueron aplicadas esencialmente tal y como describen 
Sambrook y Rusell (2001). Las endonucleasas de restricción fueron suministradas por 
New England Biolabs y Takara. La DNA ligasa T4 y la RNA polimerasa utilizada en los 
ensayos de transcripción in vitro (E. coli RNA Polymerase Holoenzyme 1 U/μl) fueron 
suministradas por USB. La DNA polimerasa I y la Pfu polimerasa fueron suministradas 
por Biotools B. M. Labs. Todas las enzimas se emplearon atendiendo a las 
especificaciones de las diferentes casas comerciales. Los fragmentos de DNA se 
purificaron mediante los productos GeneClean Turbo (Q-BIOgene) o High Pure PCR 
Product Purication Kit (Roche). 
3.1. Purificación de DNA 
La purificación de DNA plasmídico se realizó mediante el uso de High Pure 
Plasmid Purification Kit (Roche). Para obtener mayores volúmenes de preparaciones 
plasmídicas, se utilizó el Plasmid Midi Kit (Qiagen). El DNA cromosómico se extrajo 
empleando el procedimiento descrito por Wilson (1997). 
3.2. Purificación de RNA  
La purificación del RNA se realizó resuspendiendo las células bacterianas en una 
solución 50 mg/ml de lisozima (Sigma) en tampón TE (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 1mM 
EDTA). El RNA total del cultivo mediante el RNeasy Mini kit (Qiagen), siguiendo las 
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indicaciones del proveedor. Este procedimiento se empleó para todos los ensayos de 
biología molecular en los que fue precisa una extracción de RNA. 
Para la eliminación del DNA contaminante se empleó el DNAse and Removal 
treatment kit (Ambion), siguiendo las especificaciones del fabricante. 
3.3. Reacción de amplificación en cadena con DNA 
polimerasa termorresistente (PCR) 
La amplificación del DNA se realizó en un equipo Mastercycler Gradient de 
Eppendorf y las enzimas que se emplearon fueron la DNA polimerasa I y la Pfu 
polimerasa, ambas proporcionadas por Biotools B. M. Labs. Las mezclas de reacción 
contenían MgCl2 1.5 mM y dNTPs 0.25 mM. Los productos amplificados se purificaron 
con el sistema High Pure PCR Product Purification Kit (Roche). 
3.4. Secuenciación automática de DNA 
3.4.1. Secuenciación rutinaria a pequeña escala 
La secuenciación se llevó a cabo utilizando un secuenciador automático modelo 
ABI Prism 37 automated DNA sequencer (Applied Biosystems Inc), en el Servicio de 
Secuenciación Automática de DNA dirigido por la empresa Secugen en el Centro de 
Investigaciones Biológicas. Para la reacción de secuenciación se utilizó el Dye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems), y la DNA polimerasa AmpliTaq 
FS, siguiendo las recomendaciones de los proveedores. Las reacciones se llevaron a cabo 
con un termociclador Gene Amp PCR System 2400 (Perkin-Elmer) en el servicio de 
Secuenciación Automática de DNA del Centro de Investigaciones Biológicas. 
3.4.2. Secuenciación acompañante de los experimentos de primer 
extensión 
En el caso concreto de los experimentos de extensión por cebador (primer 
extension), la secuenciación del DNA patrón se llevó a cabo según el método de 
terminación de la polimerización por didesoxinucleótidos (Sanger et al., 1977) utilizando 
el T7 Sequencing Kit (Amersham Pharmacia Biotech), y [α-32P]dATP (6000 Ci/mmol 
20mCi/ml; Perkin-Elmer) como desoxinucleótido trifosfato marcado radiactivamente, 
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. 
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3.4.3. Secuenciación genoma Azoarcus sp. CIB 
La secuenciación del genoma de Azoarcus sp. CIB se realizó empleando el sistema 
de pirosecuenciación 454 (Roche) en la empresa Life Sequencing (Parque Científico de la 
Universidad de Valencia). El ensamblaje de las secuencias obtenidas y las predicciones 
de las ORFs se realizaron en colaboración con el doctor Manuel Gómez (Centro de 
Astrobiología, CSIC). Las aplicaciones informáticas empeladas para las comparaciones 
de secuencia y la búsqueda de regiones de interés se detallan en el apartado 9 de esta 
sección. 
3.5. Determinación del sitio de inicio de la transcripción 
Durante el transcurso de esta tesis doctoral se determinó el punto de inicio de la 
transcripción (+1) de cuatro promotores: PO, PB1, PA y P3R. Para ello se empleó la técnica 
de extensión por cebador o primer extension. La extensión se realiza mediante un cebador 
que hibrida con el mRNA en una posición cercana al supuesto punto de inicio de la 
transcripción. El oligonucleótido empleado para el experimento ha de hibridar a 3´ de 
éste en la hebra no codificante. En la Tabla 5 se indica la secuencia de los 
oligonucleótidos utilizados. 
Para la determinación del punto de inicio de la transcripción de los promotores PO 
y PB1 se empleó la cepa Azoarcus sp. CIB. En el caso de los promotores PA y P3R se 
realizó un primer intento con la cepa Azoarcus sp. CIB, pero el nivel de expresión de los 
promotores no permitía la detección de la posición +1, por lo que finalmente se recurrió 
a las cepas Azoarcus sp. CIB (pIZPA) y Azoarcus sp. CIB (pIZP3R), en las que se 
expresaban los promotores PA y P3R, respectivamente, en un vector derivado de 
pIZ1016 (Tabla 4). Las cepas se cultivaron anaeróbicamente en medio MC 
complementado con benzoato (teórica condición de no inducción del promotor) o 
3MBz (teórica condición de inducción), con ambos compuestos a una concentración 
final 3 mM, hasta que la absorbancia del cultivo a 600 nm (A600) alcanzó un valor de 0.3. 
A partir de este cultivo se extrajo el RNA total tal y como se indica en el apartado 3.2. 
Las reacciones de extensión se llevaron a cabo con la transcriptasa reversa del 
virus de la mieloblastosis aviar (AMV 10U/μl; Promega) y 15 μg de RNA total, tal y 
como se ha descrito previamente (Martín et al., 1995). Los oligonucleótidos CIB 
+1PmbdO3´, CIB +1PmbdB13´, PmbdA EcoRI 3´ y PmbdR EcoRI 3´ (Tabla 5) se marcaron con 
32P en su extremo 3´ con la enzima polinucleótido quinasa del fago T4 (New England 
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Biolabs 10 U/μl) empleando como donador del grupo fosfato [γ-32P] ATP (3000 
Ci/mmol, 10mCi/ml; Perkin-Elmer). Con el fin de determinar el tamaño de los 
productos obtenidos en la reacción de extensión, se llevaron a cabo en paralelo 
reacciones de secuenciación de los plásmidos pSJ3PO, pSJ3PB1, pIZPA y pIZP3R. 
Los productos obtenidos en las reacciones se analizaron mediante electroforesis 
en geles de poliacrilamida 6% - urea 8 M. Los geles se secaron al vacío sobre papel 
Whatman 3MM y se expusieron en películas Hyperfilm MP (Amersham GE) con 
pantallas amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont). 
3.6. Ensayos de retrotranscripción (RT-PCR) 
Una vez purificado el RNA y eliminado el DNA contaminante, se obtuvo el DNA 
complementario (cDNA) mediante una reacción de retrotranscripción mediada por la 
transcriptasa reversa SuperScript II (Invitrogen). Cada reacción de retrotranscripción (20 
μl) contenía 400 ng de RNA, 200 U de transcriptasa reversa, ditiotreitol (DTT) 10 mM, 
dNTPs 0.5 mM y 5 mM de pd(N)6 random hexamer 5´ phosphate (Amersham Biosciences). 
Los hexámeros se emplearon como cebadores para poder emplear las mismas alícuotas 
de cDNA como molde para reacciones de PCR en los que se emplean diversos pares de 
oligonucleótidos. En primer lugar el RNA y los hexámeros se incubaron a 65 ºC durante 
5 min para la hibridación y tras enfriar en hielo se añadieron los restantes componentes 
de la reacción, que se incubó a 42 ºC durante 2 h. La reacción se finalizó con una 
incubación de 15 min a 70 ºC. Se empleó 1 μl del cDNA así obtenido como molde para 
la PCR posterior. En los casos en los que fue necesario el cDNA se diluyó 1/10 
previamente a la PCR. El cDNA se amplificó utilizando los oligonucleótidos requeridos 
en cada caso a concentración final 0,5 μM y 1 U de la DNA polimerasa I (Biotools). En 
cada una de las reacciones de PCR se incluyó un control con 1 μl de la reacción de RT 
en la que no se empleó la transcriptasa reversa. Con este control se corroboró que no 
existía ninguna banda de amplificación indicativa de que la preparación de RNA 
contuviera DNA contaminante. El volumen total de reacción de PCR fue de 50 μl y los 
ciclos de amplificación 30. 
En los casos en los que se comparaba la expresión de dos regiones en diferentes 
condiciones metabólicas se empleó como patrón interno en las reacciones de PCR la 
pareja de oligonucleótidos 5´ POL III HK / 3´ POL III HK. Esta pareja de 
oligonucleótidos amplifica una región interna del gen dnaE, codificante de la subunidad 
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α de la DNA polimerasa III, cuya expresión se ha demostrado es constante a lo largo de 
ciclo celular (Noller et al., 2003). 
4. Experimentos de transferencia genética 
4.1. Transformación de células de E. coli mediante choque 
térmico y electroporación 
Las células de E. coli se transformaron utilizando dos procedimientos distintos: 
choque térmico y electroporación. La transformación por choque térmico requiere la 
preparación previa de células competentes con RbCl (Sambrook y Rusell, 2001). La 
transformación por electroporación (Wirth et al., 1989) se llevó a cabo en un equipo 
Gene Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad). 
4.2. Transformación de células de Azoarcus sp. CIB 
mediante electroporación 
Empleando como preinóculo un cultivo anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en 
benzoato, se prepara un cultivo aeróbico de 300 ml de medio MC complementado con 
succinato 0.2% en un matraz Erlenmeyer de 500 ml. El cultivo se incuba overnight en 
agitación a 30 ºC. Una vez el cultivo alcanza una absorbancia a 600 nm de ~0.2 las 
células se recogen por centrifugación (1500 g, 25 min) a 4 ºC. A continuación las células 
se resuspenden en 8 ml de buffer (glicerol 10% en agua almacenado a 4 ºC) y se alicuotan 
(2 ml) en tubos Eppendorf, en los que se centrifugan (1300g, 15 min) a 4 ºC. Las células 
se resuspenden en 4 ml y se alicuotan en dos tubos eppendorf. Se realiza una nueva 
centrifugación (1300g, 15 min) a 4 ºC. Las células se resuspenden en 50 μl de buffer y se 
electroporan con 1 μg de DNA plasmídico (2.5 kV 200Ω 25 μFa) en un electroporador 
Gene Pulser/Pulse Controller (Bio-Rad). Las células se traspasan a medio MC 
complementado con glutarato 10mM y se incuban 1 hora a 30 ºC en agitación. 
Finalmente las bacterias transformantes se seleccionan en medio sólido MC 
complementado con glutarato 10 mM más el antibiótico correspondiente. 
4.3. Transferencia de plásmidos mediante conjugación 
Los plásmidos se movilizaron a Azoarcus sp. CIB y sus derivados por conjugación 
biparental utilizando la cepa E. coli S17-1λpir como donador, según el protocolo 
establecido por de Lorenzo y Timmis (1994) con algunas modificaciones. Se utilizó una 
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cantidad de células de la cepa donadora E. coli S17-1λpir correspondiente a una A600 de 5, 
y de la cepa receptora (Azoarcus sp. CIB) cultivada en medio mínimo MC con succinato 
0.2% se utilizó una cantidad de células correspondiente a una A600 de 35. Los 
exconjugantes fueron seleccionados aeróbicamente en placas de medio mínimo MC más 
glutárico 10 mM (contraselección de la cepa donadora) y el correspondiente antibiótico 
de la resistencia del plásmido y, en su caso, el de la cepa receptora (cuando se emplearon 
derivados de Azoarcus sp. CIB). 
Este protocolo de conjugación se empleó tanto para la transferencia de plásmidos 
replicativos como de plásmidos suicidas. En los casos en los que se emplearon 
derivados del plásmido pK18mob para generar mutantes por recombinación homóloga, 
se validó mediante PCR la interrupción del gen truncado. 
5. Técnicas de manipulación de proteínas 
5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) 
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en 
condiciones desnaturalizantes en presencia de dodecilsulfato sódico (SDS). La técnica 
utilizada fue la descrita por Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa 
(PAGE) a una concentración del 10-15%. Las muestras se hirvieron a 100 ºC durante 10 
minutos en presencia del tampón de ruptura (Tris-HCl 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, β-
mercaptoetanol 5%, glicerol 10% y azul de bromofenol 0.005%). Las electroforesis se 
realizaron a temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un 
electrolito que contenía Tris-HCl 25 mM pH 8.8, glicina 192 mM y SDS 0.1%. Las 
proteínas de los geles se tiñeron con azul brillante de Coomassie R-250 (Swank y 
Munkres, 1971). Las proteínas empleadas como marcadores de masa molecular 
(fosforilasa B, 97.4 kDa; seroalbúmina bovina, BSA, 66.2 kDa; ovoalbúmina, 45 kDa; 
anhidrasa carbónica, 31 kDa; inhibidor de tripsina. 21.5 kDa) se adquirieron en Bio-Rad. 
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5.2. Sobreproducción y purificación de proteínas 
expresadas desde el vector de expresión pET-29 
5.2.1. Sobreproducción y purificación de MbdW-His6 
La cepa E. coli BL21 (DE3) (pETmbdW) se empleó para la sobreproducción de la 
proteína MbdW-His6. Todos los cultivos se realizaron en medio LB + Km (50 μg/l) 
incubados en agitación a 37 ºC. A partir de un preinóculo overnight se inocularon 100 ml 
de medio a una absorbancia a 600 nm (A600) de 0.05-0.10. Una vez el cultivo alcanzó una 
A600 de 0.5 se complementó con IPTG 0.5 mM. El cultivo se incubó 5 horas y 
posteriormente se recogió por centrifugación. En los casos en los que no se realizó 
directamente la purificación los pellets de células se conservaron a -20 ºC. 
Para la purificación se empleó el siguiente buffer de trabajo: 
- Tris-HCl 20 mM 
- KCl 250 mM 
- Glicerol 10% 
- Imidazol (diferentes concentraciones) 
- pH 7.9 
Las células se resuspendieron en 10 ml de buffer de trabajo complementado con 
imidazol 20 mM y a continuación se dividieron en alícuotas de 2 ml. Las células se 
rompieron por sonicación (5 rondas de pulsos cada 0.5 segundos a lo largo de 30 
segundos, 70% amplitud; Bandelin Sonoplus). El extracto obtenido se centrifugó a 4 ºC 
y 20000 g durante 20 minutos. Los restos celulares son desechados y el proceso 
continúa con el sobrenadante. 
La purificación de la proteína MbdW-His6 se realizó empleando una columna de 
afinidad que contenía níquel (HisTrap HP 1 ml Ni Sepharose High Performance; GE 
Healthcare) en un equipo ÄKTA (GE Healthcare). Una vez equilibrada la columna con el 
buffer de resuspensión se hizo pasar el sobrenadante del extracto a través de la columna. 
Para eluir la proteína MbdW-His6 se desarrolló un gradiente en el que en 30 min se 
bombeó a través de la columna buffer de trabajo con un gradiente ascendiente de 
concentración de imidazol que partía de 20 mM y llegaba a 500 mM. Se recogieron 
fracciones de 2 ml, de las cuales las que presentaban una mayor absorbancia a 280 nm se 
analizaron mediante geles de SDS-PAGE. Las fracciones que contenían proteínas con el 
tamaño esperado se dializaron y concentraron empleando columnas de exclusión 
molecular Vivaspin 6 (membrana 10000 MCWO; Sartorius), de tal forma que al final del 
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proceso la proteína se encontraba en buffer de trabajo con imidazol 20 mM. La 
suspensión de proteína se conserva a -20 ºC, almacenada en estas condiciones la 
proteína conserva su actividad a lo largo de varios meses. 
5.2.2. Sobreproducción y purificación de MbdR-His6 
La cepa E. coli BL21 (DE3) (pETmbdR) se empleó para la sobreproducción de la 
proteína. La hiperproducción de la proteína se realizó en las mismas condiciones 
descritas para la purificación de MbdW-His6. 
Para la purificación se empleó el siguiente buffer de trabajo: 
- NaH2PO4 50 mM 
- KCl 300 mM 
- Imidazol (diferentes concentraciones) 
- pH 8 
La preparación de los extractos celulares parte de la resuspensión de las células en 
10 ml de buffer de trabajo con imidazol 20 mM. Las células se rompieron realizando dos 
pases a través de una prensa de French (20000 psi; Aminco Corp.). El extracto obtenido 
se centrifugó a 4 ºC y 20000 g durante 20 minutos. Los restos celulares son desechados 
y el proceso continúa con el sobrenadante. 
Las columnas de afinidad empleadas para la purificación pertenecen al Ni-NTA 
Spin Kit (Qiagen), que se emplearon según las instrucciones del fabricante. Las 
columnas, que contienen una resina a la que hay unida níquel, se equilibran con el buffer 
de resuspensión de las células. Mediante centrifugación se hacen pasar 5 ml de extracto a 
través de cada columna del kit. A continuación se realizan cuatro lavados con buffer de 
trabajo complementado con concentraciones crecientes de imidazol: 
 Lavado 1: 20 mM 
 Lavado 2: 75 mM 
 Lavados 3 y 4: 100 mM 
La proteína se eluye con tres lavados sucesivos de buffer de trabajo 
complementado respectivamente con imidazol 250 mM, 500 mM y 1000 mM. En los 
casos en los que fue necesario la proteína se dializó y concentró empleando columnas de 
exclusión molecular Vivaspin 500 (membrana 10000 MWCO; Sartorius). La proteína 
purificada se hace pasar a través de la columna y se lava cinco veces con buffer de trabajo 
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complementado con imidazol 20 mM. La proteína se puede conservar a 4 ºC durante 
más de seis meses y conserva su actividad. 
5.3. Cromatografía de gel-filtración 
Para la cromatografía de gel-filtración se empleó una columna FPLC Superdex 
200 HR 10/30 (10 mm de diámetro, volumen de buffer en su interior 24 ml; GE 
Healthcare) en un equipo ÄKTA (GE Healthcare). Como patrones de masa molecular se 
emplearon las siguientes moléculas: blue dextran (2000 kDa, Sigma); apoferritina de bazo 
de caballo (4443 kDa, Sigma); catalasa de hígado bovino (232 kDa; Sigma); albúmina 
sérica bovina, BSA (dos estados de asociación de 134 kDa y 67 kDa; Sigma); anhidrasa 
carbónica de eritrocitos bovinos (29 kDa; Serva); acetona (0.058 kDa). El buffer de 
desarrollo de la cromatografía es el buffer de trabajo descrito para la purificación de 
MbdW-His6 sin imidazol. 
Para el cálculo de la masa molecular nativa de MbdW-His6 se emplearon 0.11 mg 
de proteína purificada. 
6. Ensayos de expresión 
6.1. Ensayos de actividad enzimática 
Los datos relativos a actividades enzimáticas que aparecen en este trabajo son el 
resultado de la media de un mínimo de tres experimentos independientes cuya 
desviación típica no supera el 10%. 
6.1.1. Ensayo de actividad β-galactosidasa 
Para el ensayo de actividad β-galactosidasa se emplearon células tanto de E. coli 
como de Azoarcus sp. CIB portadoras de diferentes fusiones traduccionales. Las células 
se cultivaron a 30 ºC, tanto para E.coli como para Azoarcus sp. CIB, hasta alcanzar la 
densidad óptica deseada en cada caso. La actividad β-galactosidasa se analizó 
permeabilizando las células, y las unidades de actividad enzimática (Unidades Miller) se 
determinaron según el método descrito por Miller (1972). 
6.1.2. Ensayo de actividad CoA ligasa 
Las actividades CoA ligasa se ensayaron en extractos de E. coli DH10B 
(pUCmbdA) y E. coli DH10B (pUCBZDA) en los que las enzimas MbdA y BzdA, 
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respectivamente, estaban sobreproducidas. Los cultivos se realizaron en medio LB (50 
ml) complementado con Ap y 3MBz (0.5 mM) a partir de una colonia única, y se 
incubaron overnight a 20 ºC en agitación suave. Una vez el cultivo adquiere una densidad 
óptica a 600 nm de ~0.15-0.20 las bacterias se recogen por centrifugación y se 
resuspenden en  600 μl de tampón Tris-HCl 100 mM pH 8.5 al que se le añadió una 
mezcla de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail Tablets Complete Mini 
EDTA-free, Roche) según las especificaciones del fabricante. Las células se lisaron por 
sonicación (3 pulsos de 10 segundos en un sonicador Branson) y los restos celulares se 
eliminaron por centrifugación. Los sobrenadantes fueron utilizados como extractos 
crudos en los ensayos de actividad CoA ligasa. La concentración de proteína total en los 
extractos se determinó por el método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando BSA 
como patrón. 
La actividad CoA ligasa fue monitorizada espectrofotométricamente a 30 ºC 
mediante dos tipos de ensayo: directo y acoplado. 
6.1.2.1. Ensayo directo 
En el ensayo directo se determinó la actividad CoA ligasa mediante la 
monitorización espectrofotométrica de la formación de derivados de CoA (Niemetz et 
al. 1995). La mezcla estándar de ensayo (600 μl) contenía Tris-HCl 100 mM pH 8.5, 
DTT 2 mM, MgCl2 5 mM, ATP 1 mM, CoA 0.4 mM, sustrato aromático 1 mM y un 
volumen variable de extracto crudo celular. La formación del benzoil-CoA se siguió 
espectrofotométricamente a 290 nm (ε = 3.9 mM-1 cm-1) (Niemetz et al., 1995). Al inicio 
de esta tesis se desconocía el coeficiente de extinción molar del 3-metilbenzoil-CoA, que 
se calculó experimentalmente para una longitud de onda de 290 nm a partir del 
compuesto sintetizado y purificado en el laboratorio del Prof. Matthias Boll, y resultó 
tener un valor de 3.9 mM-1 cm-1. 
6.1.2.2. Ensayo indirecto 
En el ensayo indirecto se determinó la actividad CoA ligasa midiendo la 
formación de AMP mediante su acoplamiento al sistema enzimático formado por la 
mioquinasa, piruvato quinasa y lactato deshidrogenasa y la consecuente monitorización 
espectrofotométrica de la desaparición de NADH+H+ a 365 nm (Ziegler et al., 1989). La 
catálisis de las enzimas con actividad CoA ligasa de ácidos aromáticos genera como 
producto AMP, que es fosforilado con ATP por la mioquinasa para dar lugar a ADP. El 
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ADP es sustrato de la piruvato quinasa junto al fosfoenolpiruvato para dar lugar a 
piruvato. Finalmente la lactato deshidrogenasa transforma el piruvato en lactato 
consumiendo NADH+H+, que es la señal que se monitoriza espectrofotométricamente. 
La mezcla de reacción (600 μl) contenía Tris-HCl 100 mM (pH 8.5), MgCl2 5 mM, 
ATP 2 mM, CoA 1 mM, fosfoenolpiruvato 2 mM, sustrato aromático 0.5 mM, NADH 
0.5 mM, 1.2 μl de una mezcla de piruvato quinasa (1 U) y lactato deshidrogenasa (1 U) 
de músculo de ratón (Roche), 0.6 μl de mioquinasa (0.6 U) de músculo de pollo (Sigma-
Aldrich) y un volumen variable de extracto crudo celular. 
6.1.3. Ensayos de actividad monitorizados por HPLC 
Los ensayos de actividad monitorizados por HPLC se realizaron en colaboración 
con el Prof. Matthias Boll de la Universidad de Leipzig (Alemania). Tanto el benzoil-
CoA como el 3-metilbenzoil-CoA y los derivados de su degradación fueron gentileza de 
Christian Eberlein, miembro del grupo del Prof. Boll, encargado de su síntesis y 
purificación. 
6.1.3.1. Ensayo anaeróbico de actividad (3-metil)-benzoil-CoA reductasa 
Los ensayos de la actividad reductasa se realizaron según se describe en Boll y 
Fuchs (1995), y Boll y Fuchs (1998). Para el análisis de la actividad reductasa se 
realizaron cultivos de Azoarcus sp. CIB, o sus cepas derivadas, en las fuentes de carbono 
correspondientes hasta alcanzar una densidad óptica adecuada. Debido a la extrema 
sensibilidad de la actividad reductasa a la presencia de oxígeno, todo el proceso ha de 
realizarse en condiciones anaeróbicas. Para comenzar se resuspende 1 g de células en 2 
ml de buffer de ruptura previamente burbujeado con nitrógeno. La composición del buffer 
de ruptura es la siguiente: 
- TEA (trietanolamina) 20 mM/KOH pH 7.8 
- MgCl2 4mM 
- 0.5 mM dithionite 
- 10% glicerol 
En condiciones anaeróbicas las células se resuspenden en el buffer de ruptura y se 
les añade 1-2 mg de DNasa I. Las células se rompieron mediante una prensa de French 
(20000 psi; Aminco Corp.) en condiciones anaeróbicas y el lisado celular resultante fue 
ultracentrifugado 1 h a 100000 g bajo condiciones anaeróbicas, como se describe en 
Brackmann y Fuchs (1993). El sobrenadante resultante es el extracto crudo que se 
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empleó para los ensayos de la actividad reductasa, que se realizaron el siguiente buffer de 
reacción: 
- MOPS 100 mM pH 7.3 
- MgCl2 15 mM 
La mezcla de reacción (200 μl) contiene el citado buffer complementado con ATP 
5 mM, 3-metilbenzoil-CoA o benzoil-CoA 0.2 mM, citrato de titanio (III) 7.5 mM y un 
volumen variable de extracto. El ATP y el derivado CoA son cosustratos en el proceso 
de reducción, mientras que el citrato de titanio (III) es un donador artificial de 
electrones que reemplaza la función de las ferredoxinas acopladas a las reductasas. Las 
reacciones se incuban a 30 ºC y transcurren en anaerobiosis estricta. A lo largo de 
diferentes tiempos de reacción se retiraron muestras en las que las proteínas se 
precipitaron mediante la adición de metanol (25 μl muestra + 50 μl metanol). La 
proteína precipitada se elimina por centrifugación (13000 rpm, 4 ºC, 10 min) en una 
minifuga refrigerada. El sobrenadante obtenido se trasvasa a un nuevo tubo Eppendorf 
y se centrifuga una vez más en las mismas condiciones. El sobrenadante de esta segunda 
centrifugación se traspasa a un vial adecuado para su análisis en HPLC. El análisis de los 
productos generados por el extracto se llevó a cabo en una HPLC Waters con una 
columna de fase reversa Eurospher 100-5 C18 (flujo 0.75 ml min-1) empleando como 
solvente acetonitrilo y como buffer de desarrollo K2HPO4 25 mM, KH2PO4 25 mM, pH 
6.7. 
6.1.3.2. Ensayo de actividad (metil)-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA 
hidratasa 
Los ensayos de actividad (metil)-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa se 
realizaron en las condiciones descritas en Peters et al. (2007). La reacción (típicamente 
500 μl) contenía Tris-HCl 100 mM pH 7.5, sustrato 0.5 mM y un volumen variable de 
proteína MbdW-His6 purificada. Los sustratos empleados fueron (metil)-ciclohexa-1,5-
dieno-carbonil-CoA (metil-dienoil-CoA), ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (dienoil-
CoA) y, dado que la reacción es reversible, los productos (metil)-6-hidroxi-monoenoil-
CoA (metil-6OH-monoenoil-CoA) y 6-hidroxi-monoenoil-CoA (6OH-monoenoil-CoA) 
también se emplearon como sustrato para monitorizar la reacción reversa. A lo largo del 
transcurso de la reacción se extrajeron muestras de 50 μl para su análisis por HPLC. 
La proteína presente en las muestras se precipita con metanol y se elimina por 
centrifugación (13000 rpm, 4 ºC, 10 min) en una minifuga refrigerada. El sobrenadante 
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obtenido se trasvasa a un nuevo tubo Eppendorf y se centrifuga una vez más en las 
mismas condiciones. El sobrenadante de esta segunda centrifugación se traspasa a un 
vial adecuado para su análisis en HPLC. El análisis de los productos generados por el 
extracto se llevó a cabo en una HPLC Waters con una columna de fase reversa 
Eurospher 100-5 C18 en las mismas condiciones que se detallan en el apartado anterior. 
El consumo del sustrato se siguió monitorizando la absorción de los ésteres de 
CoA a 260 nm y analizando los perfiles UV/visible característicos (Laempe et al., 1998; 
Laempe et al., 1999) tanto de sustratos como de productos empleando un detector 
Waters (Waters photodiode array detector 996). 
Como control positivo de los ensayos se monitorizó la conversión dienoil-
CoA6OH-monoenoil-CoA mediada por la proteína BamRSyn purificada, gentileza de 
Johannes Kung. 
6.2. Ensayo espectrofotométrico de actividad (metil)-
ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa 
El análisis espectrofotométrico de la actividad de MbdW-His6 se realizó 
monitorizando la reacción reversa 6OH-monoenoil-CoAdienoil-CoA. Se siguió la 
reacción reversa de rehidratación empleando el derivado monoenoil no metilado como 
sustrato debido a su mayor disponibilidad y facilidad de purificación. En este ensayo se 
mide el aumento de absorbancia a 320 nm (ε = 1700 M-1 cm-1) que se produce al 
aparecer dienoil-CoA en el medio (Laempe et al., 1998; Peters et al., 2007). Las 
condiciones de la reacción empleadas fueron las mismas que para el análisis de la 
actividad (metil)-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa por HPLC. 
6.3. Ensayo de transcripción in vitro 
Todas las soluciones se prepararon con agua destilada que contenía el inhibidor de 
RNasa dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma) y se filtraron de forma previa a su uso. El 
buffer utilizado para la reacción contenía Tris-HCl 40 mM pH 7.5, MgCl2 10 mM y KCl 
100 mM. El DNA molde utilizado correspondía a los plásmidos pJCDPO y pJCDPB1 
(Tabla 4). El volumen final de la mezcla de reacción fue de 50 μl, que contenían DNA 
plasmídico 0.25 nM y BSA a 500 μg/ml. Se añadió RNA polimerasa holoenzima E. coli a 
una concentración final de 30 nM (1 U/μl, USB) y la mezcla se incubó a 37 ºC durante 
10 min. A continuación, se añadió la proteína MbdR-His6, diluida previamente en el 
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tampón anteriormente mencionado que contenía además DTT 2 mM y BSA a 500 
μg/ml, a diversas concentraciones finales. Además, se añadieron en diversas ocasiones 
diferentes inductores (3-metilenzoil-CoA, benzoil-CoA, feniacetil-CoA, CoA, 3MBz) a 
las concentraciones descritas en cada ensayo. Esta mezcla se incubó a 37 ºC durante 10 
min para permitir la formación de los complejos abiertos. La elongación de la cadena de 
RNA naciente comenzó al añadir 5 μl de una mezcla que contenía ATP (1 mM), CTP (1 
mM), GTP (1 mM), UTP (0.2 mM) y 1 μCi de [α-32P] UTP (3000 Ci/mmol, 10mCi/ml; 
Hartmann Analytic). Se paró la reacción al cabo de 15 minutos con 50 μl de una 
solución STOP que contenía NaCl 350 mM, EDTA 50 mM y RNA de transferencia 100 
μg/ml. El mRNA fue precipitado en 3 volúmenes de etanol absoluto y mantenido 
durante al menos 1 hora a -80 ºC. Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas en 
una minifuga refrigerada a 14000 rpm a 4 ºC. Las muestras se secaron y se 
resuspendieron en 25 μl de tampón de carga que contenía formamida al 80% (v/v), 
EDTA 20 mM, azul de bromofenol y azul de xilencianol, antes de ser calentadas a 90 ºC 
y cargadas en un gel desnaturalizante de poliacrilamida 4% - urea 8 M. La electroforesis 
se desarrolló a 300 V. Los geles se secaron al vacío sobre papel Whatman 3MM y se 
expusieron en películas Hyperfilm MP (Amersham Pharmacia Biotech) con pantallas 
amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont). 
7. Ensayos de unión de proteína a DNA 
7.1. Marcaje de sondas radiactivas 
Las sondas se amplificaron a partir de DNA genómico de Azoarcus sp. CIB 
mediante PCR empleando DNA polimerasa Pfu (Biotools B. M. Labs) y los siguientes 
pares de oligonucleótidos específicos (Tabla 5): 
- Sonda PO (271 pb): Interno Pdiv>O ScaI 5´.2 / Pdiv>O EcoRI 3´.2 
- Sonda PB1 (251 pb): Interno Pdiv>B1 ScaI 5´.2 / Pdiv>B1 EcoRI 3´ 
- Sonda PA (225 pb): PmbdA ScaI 5´ / PmbdA EcoRI 3´ 
- Sonda P3R (352 pb): PmbdR ScaI 5´ / PmbdR EcoRI 3´ 
Los fragmentos de PCR se purificaron mediante el kit GeneClean Turbo (Q-
BIOgene) y se digirieron con las enzimas ScaI y EcoRI. Los productos obtenidos se 
marcaron en el extremo 3´ generado por EcoRI mediante el fragmento Klenow de la 
DNA polimerasa I de E. coli (5 U/μl, Promega), que incorpora a la sonda [α-32P]dATP 
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(6000 Ci/mmol, 20mCi/ml; Perkin-Elmer). Los fragmentos marcados se purificaron 
empleando el kit GeneClean Turbo (Q-BIOgene). 
7.2. Ensayos de retardo en gel 
Para los ensayos de retardo en gel se utilizaron las sondas radiactivas obtenidas tal 
y como se detalla en el apartado anterior. Las mezclas de reacción contenían la proteína 
purificada MbdR-His6 a diversas concentraciones, así como la sonda correspondiente 
marcada radiactivamente a una concentración de 0.5 nM en un volumen final de 
reacción de 9 μl. El tampón de retardo utilizado contenía Tris-HCl 20 mM, pH 7.5, 
glicerol 10%, KCl 50 mM, β-mercaptoetanol 2 mM, seroalbúmina bovina (BSA) 250 
μg/ml y DNA inespecífico de esperma de salmón a una concentración de 50 μg/ml. El 
resultado de la reacción se analizó por electroforesis en geles de poliacrilamida al 5 % 
con tampón TBE 0.5x (Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM). El gel se secó sobre papel 
Whatman 3MM y los productos de la reacción se detectaron por autorradiografía con 
películas Hyperfilm MP (Amersham Biosciences) con pantallas amplificadoras (Cronex 
Lightning Plus DuPont). 
7.3. Ensayos de protección frente a digestión con DNasa I 
(footprinting) 
Las mezclas de reacción para el ensayo de protección frente a la digestión con 
DNasa I se realizaron en tampón FP (Tris-HCl 20 mM pH 7.5, KCl 50 mM, glicerol 
10%, β-mercaptoetanol 2 mM ), al que se añadió BSA (500 μg/ml) en presencia de la 
sonda correspondiente (PO, PB1, PA, P3R) a una concentración de 2 nM y 10 μl de MbdR-
His6 a diversas concentraciones. Las muestras (en un volumen final de reacción de 15 μl) 
se incubaron a temperatura ambiente durante 20 minutos, transcurridos los cuales se 
añadieron 3 μl (0.05 U) de DNasa I (FPLC pure Roche) diluida en un tampón Tris-HCl 
10 mM pH 7.5, CaCl2 10 mM, MgCl2 10 mM y KCl 125 mM. La digestión con DNasa I 
se realizó a 37 ºC durante 25 segundos y se detuvo por la adición de 180 μl de solución 
DNasa STOP (acetato sódico 0.4 M, EDTA 2.5 mM, 50 μg/ml de DNA de esperma de 
salmón y 0.3 μl/ml de glicógeno). Las muestras se sometieron a una extracción con 
fenol y el DNA fue precipitado en 3 volúmenes de etanol absoluto (tras una incubación 
de al menos 1 hora a -80 ºC) mediante centrifugación a 14000 rpm y 4 ºC en una 
minifuga refrigerada. Las muestras se lavaron con etanol al 70% y posteriormente se 
secaron y se resuspendieron en el siguiente tampón de carga: Tris-HCl 10 mM pH 8.0, 
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formamida 80%, EDTA 20%, azul de bromofenol 0.05% (m/v) y azul de xilencianol 
0.05% (masa/v). Finalmente las muestras fueron desnaturalizadas por incubación a 95 
ºC durante tres minutos. 
En paralelo a las reacciones de footprinting, las correspondientes sondas se 
secuenciaron mediante el método A+G de Maxam y Gilbert (1980) y se analizaron junto 
a las reacciones de protección frente a la digestión con DNasa I en geles 
desnaturalizantes de poliacrilamida 6% - urea 8 M, los cuales se secaron al vacío sobre 
papel Whatman 3 MM y, por último, se expusieron en películas Hyperfilm MP 
(Amersham Biosciences) con pantallas amplificadoras (Cronex Lightning Plus DuPont). 
8. Ensayos de ultracentrifugación analítica 
Los experimentos de velocidad de sedimentación y de equilibrio de sedimentación 
se llevaron a cabo en una ultracentrífuga analítica modelo Optima XL-A (Beckman) 
equipada con un espectrofotómetro UV-visible y con un rotor An50Ti con celdas de 
doble sector de cuarzo. Para la detección del gradiente de concentración de proteína, las 
medidas fueron llevadas a cabo utilizando una longitud de onda de absorción de 280 
nm. En los diversos ensayos se utilizaron diferentes concentraciones de proteína MbdR-
His6 que variaban entre 11 y 46 μM. En todos los casos, las proteínas se encontraban 
disueltas en un tampón NaH2PO4 50 mM, KCl 300 mM, imidazol 20 mM pH 8.0. La 
velocidad a la que se sometieron las muestras fue de 48000 rpm y el volumen de muestra 
de 400 μl. La distribución de coeficientes de sedimentación se calculó mediante el 
programa SEDFIT (Schuck y Rossmanith, 2000; Schuck et al., 2002). Los coeficientes de 
sedimentación fueron corregidos por la composición del tampón utilizando el programa 
SEDNTERP (Laue, 1992) para obtener los valores estándares correspondientes (en 
agua y a 20 ºC). La masa molecular aparente de MbdR-His6 en solución se determinó 
mediante el ajuste de los datos experimentales a la ecuación que describe la distribución 
de concentraciones radiales de un soluto ideal. El volumen específico parcial de MbdR-
His6 se calculó a partir de la secuencia de aminoácidos de la proteína usando el 
programa de acceso público SEDNTERP (Laue, 1992). 
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9. Recursos informáticos 
9.1. Análisis de secuencias 
El análisis de las secuencias nucleotídicas se realizó con los siguientes programas y 
servidores: 
- Chromas 2.01 (Technelysium Pty Ltd.): análisis cromatogramas 
procedentes de reacciones rutinarias de secuenciación. 
- Bioedit Sequence Alignment Editor v7.0.3 (Hall, 1999): análisis 
cromatogramas procedentes de reacciones rutinarias de secuenciación. 
- Biosupport (http://bioinfo.hku.hk/): obtención de secuencias reversas y 
complementarias de DNA, traducción de secuencias de DNA a 
proteína. 
- Institut Pasteur (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-bin/portal.py#welcome): 
traducción de secuencias de DNA en los seis marcos de lectura 
simultáneamente. 
- Expasy (http://www.expasy.ch/tools/dna.html): traducción de 
secuencias de DNA. 
Las secuencias de nucleótidos y las secuencias deducidas de aminoácidos se 
compararon con las existentes en las bases de datos mediante el uso de los algoritmos 
BlastN y BlastP, respectivamente (Altschul et al., 1990). El servidor seleccionado para 
ejecutar estos algoritmos fue el del National Center for Biotechnology Information 
(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/BLAST.cgi). 
 La comparación de parejas de secuencias proteicas se realizó con el programa 
Blast2sequences a través del servidor del NCBI, mientras que para los alineamientos 
múltiples de secuencias se empleó el programa ClustalW (Thompson et al., 1994) 
mediante el servidor EMBL-EBI (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). 
Las propiedades teóricas de los productos proteicos se determinaron con la 
aplicación ProtParam tool (ExPASy Proteomics Server, Swiss Institute of Bioinformatics)a 
través del servidor http://expasy.org/tools/protparam.html. 
El Codon Adaptation Index (CAI; Sharp y Li, 1987) de diferentes grupos de ORFs se 
calculó empleando la aplicación ECAI (Expected CAI Calculation; Puigbo et al., 2008) a 
través del servidor http://genomes.urv.es/CAIcal/E-CAI/ (Departamento de 
Bioquímica y Biotecnología, Universidad Rovira i Virgili). 
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Los oligonucleótidos se diseñaron empleando el programa Gene Runner 3.05 
(Hastings Software Inc.) 
9.2. Construcción de árboles filogenéticos 
Para la construcción de árboles filogenéticos se partió de alineamientos de 
múltiples secuencias aminoacídicas mediante el programa ClustalW, tal y como se indica 
en el apartado anterior. El alineamiento obtenido, analizado mediante el “método del 
vecino más próximo” (neighbour-joining), se procesó con el programa PHYLIP (Brodskiĭ, 
1995; Felsenstein, 1993) a través del servidor de TreeTop-GeneBee 
(http://www.genebee.msu.su/services/phtree_reduced.html) del Instituto Belozersky 
de Biología Física-Química (Universidad Estatal de Moscú). El servidor TreeTop-
GeneBee construye el árbol filogenético en formato Phylip. De esta forma el árbol se 
puede representar en el programa TreeView X 0.5.1 (Universidad de Glasgow). 
9.3. Modelado de la estructura tridimensional de proteínas 
Los modelos tridimensionales se generaron con las aplicaciones web 3D-Jigsaw 
(Cancer Research UK, http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/) y SwissModel 
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=modelling_simple1). 
La visualización de los modelos 3D se realizó con el programa PyMol (DeLano 
Scientific, http://pymol.sourceforge.net/). 
En los casos en los que se hizo necesario realizar una predicción de la estructura 
secundaria de una proteína se empleó el programa PSIpred (UCL Department of 
Computer Science, http://bioinf.cs.ucyl.ac.uk/psipred/). 
9.4. Densitometría de bandas de geles 
La densitometría de bandas que representan la migración electroforética en 
autorradiografías se ha realizado empleando el programa QuantityOne (Biorad). 
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1. Identificación del cluster génico responsable de la ruta 
central para el catabolismo anaeróbico de 3-metilbenzoato en 
Azoarcus sp. CIB 
Como se ha indicado en la Introducción, el cluster bbs-bss de Azoarcus sp. CIB es 
responsable de la ruta periférica de degradación anaeróbica de tolueno y m-xileno 
(Figura 9) (Blázquez, 2009). Si bien la ruta periférica bbs-bss transforma el tolueno en el 
metabolito central benzoil-CoA, la degradación anaeróbica del m-xileno a través de la 
ruta bss-bbs podría generar 3-metilbenzoil-CoA como metabolito central, tal y como 
han propuesto Krieger et al. (1999). La degradación anaeróbica de este metabolito 
central, el 3-metilbenzoil-CoA, no se había descrito en la literatura científica con 
anterioridad a la realización de esta tesis doctoral. La secuenciación del genoma de 
Azoarcus sp. CIB permitió analizar las inmediaciones del cluster bss-bbs, por lo que se pudo 
detectar la presencia de una agrupación génica que podría codificar una nueva ruta 
central para la degradación de compuestos aromáticos, ya que muchos de estos genes 
presentan una notable identidad de secuencia con los de la ruta central del benzoil-CoA 
en la cepa CIB y en otros microorganismos anaerobios facultativos (Tabla 6) (Gibson y 
Gibson, 1992; Breese et al., 1998; López-Barragán et al., 2004). El nuevo cluster de genes 
se postuló implicado en una nueva ruta central para la degradación de 3-metilbenzoil-
CoA y su precursor 3MBz. Por analogía con el cluster bzd (acrónimo de benzoate 
degradation) la nueva agrupación génica se denominó cluster mbd (methylbenzoate degradation). 
En la Figura 10 se puede observar un esquema de la disposición de los genes del cluster 
mbd y junto a él la posición relativa del cluster bss-bbs necesario para la degradación 
anaeróbica de tolueno y m-xileno a benzoil-CoA y 3-metilbenzoil-CoA respectivamente. 
1 kb
Ruta  baja
mbdRmbdAmbdB1 B2   B3     B4  B5mbdPorf1mbdWmbdMkorA2korB2 orf2orf3orf4orf5orf6orf7orf8orf9
Regeneración de 
poder reductor
β-oxidación y 
apertura del 
anillo Ruta baja
Reducción del 
anillo aromático Transporte
Activación 
del anillo 
aromático Regulación
tdiRS bssDCABEFGIJKL bbsIHG orfA bbsFEDCBA
mbdYmbdX mbdQ mbdN mbdO
Figura 10. Esquema modular del cluster mbd. Representación del cluster mbd propuesto 
para la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA, necesaria para la degradación anaerobia de 3MBz 
y m-xileno. El cluster se ha dividido en módulos funcionales propuestos para las diferentes 
etapas bioquímicas de la ruta central o para otras actividades necesarias para la degradación, 
como el transporte y la regulación. Junto al cluster mbd se encuentra el cluster bss-bbs que 
codifica la ruta periférica de degradación anaeróbica del tolueno y el m-xileno. Dicho cluster se 
esquematiza con tres flechas alargadas que representan los operones tdiRS (regulador; flecha 
amarilla), bss (catabólico; flecha azul claro) y bbs (catabólico; flecha morada). 
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La significativa identidad de secuencia entre los productos génicos del cluster mbd y 
distintas proteínas implicadas en la degradación anaeróbica de benzoato en varios 
microorganismos ha permitido sugerir la función de un gran número de genes mbd, 
(Tabla 6), los cuáles se organizarían en los siguientes módulos funcionales (Figura 10): 
 Activación del anillo aromático: El producto del gen mbdA activaría al 3MBz 
mediante la adición de una molécula de CoA. Esta actividad 3MBz-CoA ligasa no 
sería necesaria para la degradación del m-xileno, puesto que la ruta periférica de 
este compuesto daría como producto final 3-metilbenzoil-CoA (Krieger et al., 
1999). 
 Reducción del anillo aromático: Los genes mbdONQP codificarían la 3-
metilbenzoil-CoA reductasa responsable de la reducción del anillo aromático del 
3-metilbenzoil-CoA. 
 Regeneración del poder reductor de la 3-metilbenzoil-CoA reductasa: Los 
genes kor codificarían una actividad α-cetoglutarato óxido-reductasa (Dörner y 
Boll, 2002; Ebenau-Jehle et al., 2003), relacionada con la transferencia de poder 
reductor desde un compuesto donador (α-cetoglutarato) a la 3-metilbenzoil-CoA 
reductasa. Esta transferencia electrónica estaría mediada por la ferredoxina 
codificada por el gen mbdM. 
 Apertura del anillo: Los genes mbdXYW codificarían las actividades necesarias 
para actuar sobre el derivado dienoil que se genera como resultado de la pérdida 
de la aromaticidad del anillo bencénico del 3-metilbenzoil-CoA. Tras una 
secuencia sucesiva de hidratación, deshidrogenación e hidrólisis similar a una β-
oxidación se abre el anillo alicíclico dando lugar a un compuesto alifático (ácido 
graso dicarboxílico). 
 Transporte de 3MBz: El transportador de tipo ABC codificado por mbdB12345 
podría ser específico para la entrada de 3MBz en la bacteria. 
 Regulación: mbdR codificaría un regulador transcripcional específico de los 
genes mbd. 
 Ruta baja: Las orf1-9 muestran identidad de secuencia con genes que codifican 
actividades de tipo hidratasa, hidrolasa, deshidrogenasa o tiolasa que actúan sobre 
derivados CoA y que podrían estar relacionados con actividades necesarias para 
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la ruta baja de degradación del ácido dicarboxílico que se genera en la ruta central 
del 3-metilbenzoil-CoA. 
Así pues, en una región del genoma de Azoarcus sp. CIB de aproximadamente 60 
kb se encontrarían las rutas periférica y central necesarias para la transformación 
anaeróbica del m-xileno en intermediarios del metabolismo energético central de la 
bacteria. 
2. Confirmación de la implicación del cluster mbd en la 
degradación de 3-metilbenzoato y m-xileno 
2.1. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB en 3-
metilbenzoato 
La identificación de un cluster génico que posiblemente codificara las actividades 
enzimáticas necesarias para la degradación anaeróbica de 3MBz motivó que se 
confirmara el crecimiento de Azoarcus sp. CIB usando este compuesto aromático como 
única fuente de carbono y energía. 
En la Figura 11 se puede observar una gráfica comparativa entre el crecimiento 
anaeróbico de la cepa Azoarcus sp. CIB en medio mínimo MC utilizando benzoato, m-
xileno o 3MBz como únicas fuentes de carbono. El crecimiento anaeróbico de Azoarcus 
sp. CIB en 3MBz (3 mM) se ve favorecido cuando el inóculo del cultivo procede de un 
cultivo previo en el que se emplea como fuente de carbono una mezcla de benzoato (0.5 
mM) y 3MBz (2.5 mM). Esta adaptación en la que la fuente de carbono más abundante 
no es el 3MBz pero éste está presente en el medio aumenta las probabilidades de éxito 
del cultivo en una fuente de carbono que podría requerir un cierto estado energético 
inicial de la bacteria para su degradación. El crecimiento de Azoarcus sp. CIB en 
benzoato alcanza una mayor densidad óptica (A600 ~0.5-0.6) y es más rápido (tiempo de 
duplicación 6-8 h) que el detectado en 3MBz (López-Barragán et al., 2004). El tiempo de 
duplicación de Azoarcus sp. CIB en 3MBz es de aproximadamente 24 h, al igual que 
sucede con cultivos similares que emplean m-xileno como fuente de carbono (Blázquez, 
2009). A partir de las 72 h el cultivo comienza a entrar en fase estacionaria, y tras otras 
72 h experimenta una significativa disminución en su densidad óptica (datos no 
mostrados). 
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2.2. Crecimiento anaeróbico de mutantes de Azoarcus 
sp. CIB en distintos genes del cluster mbd utilizando 3-
metilbenzoato y m-xileno como fuentes de carbono 
Para confirmar experimentalmente que el cluster mbd estaba implicado en el 
crecimiento de Azoarcus sp. CIB empleando 3MBz como única fuente de carbono, se 
procedió a la construcción de mutantes por inserción en algunos de los genes mbd. Los 
genes seleccionados fueron mbdO, mbdY, mbdA, orf5 y orf6. Las cepas mutantes se 
construyeron mediante un proceso de mutagénesis por inserción mediante la 
transferencia por conjugaci ón a Azoarcus sp. CIB de un vector suicida desde la cepa E. 
coli S17-1λpir (apartado 4.3 de Materiales y Métodos). En la Figura 12 aparece detallado un 
esquema del proceso de mutación y las cepas mutantes generadas. 
Las cepas mutantes Azoarcus sp. CIBdmbdO, Azoarcus sp. CIBdmbdY, Azoarcus sp. 
CIBdmbdA, Azoarcus sp. CIBdorf5 y Azoarcus sp. CIBdorf6 se mostraron incapaces de 
crecer anaeróbicamente en medio mínimo MC utilizando 3MBz como única fuente de 
carbono, lo que confirma su implicación en el catabolismo de este compuesto 
aromático. Además, todas estas cepas mutantes, excepto Azoarcus sp. CIBdmbdA, se 
mostraban incapaces de crecer anaeróbicamente empleando m-xileno como única fuente 
de carbono, lo que está de acuerdo con el papel propuesto para MbdA como una 3MBz-
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Figura 11. Crecimiento anaeróbico de Azoarcus sp. CIB empleando benzoato, 
m-xileno y 3MBz como únicas fuentes de carbono. Se valoró el incremento de 
absorbancia a 600 nm (A600) de Azoarcus sp. CIB cultivado anaeróbicamente  a 30 
ºC, en medio mínimo MC con benzoato (Bz, 3 mM; rojo), m-xileno (m-xil, 250 mM en 
fase orgánica; azul) o 3-metilbenzoato (3MBz, 3mM; verde) como únicas fuentes de 
carbono.  
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CoA ligasa encargada de la activación del 3MBz y, por tanto, no necesaria para la 
degradación del m-xileno, que genera 3-metilbenzoil-CoA como producto final de la ruta 
periférica bss-bbs. Como cabría esperar, todos los mutantes generados en el cluster mbd 
eran capaces de utilizar anaeróbicamente benzoato como única fuente de carbono 
(Figura 12B) y un mutante en la ruta bzd, Azoarcus sp. CIBdbzdN, era capaz de crecer 
en 3MBz (datos no mostrados). Estas evidencias indican que la ruta mbd es distinta e 
independiente de la ruta central bzd.  
Figura 12. Representación esquemática de la construcción de los mutantes por inserción en 
los genes del cluster mbd en Azoarcus sp. CIB. A) Mediante PCR a partir de DNA genómico se 
amplificaron fragmentos internos de algunos genes del cluster mbd; el nombre de los genes 
mutados y el de los oligonucleótidos empleados (su secuencia se detalla en la Tabla 5) para la 
amplificación de los fragmentos internos se muestran en la tabla del panel B). Los fragmentos 
resultantes se clonaron en el vector suicida pK18mob (Tabla 4) no replicativo en Azoarcus sp. CIB, 
previa digestión mediante las enzimas de restricción indicadas en cada caso. Los plásmidos 
pK18mbd/orf fueron transferidos a Azoarcus sp. CIB mediante conjugación biparental empleando 
como cepa donadora E. coli S17-1λpir, tal y como se indica en el apartado 4.3 de Materiales y 
Métodos. La recombinación homóloga subsiguiente origina la disrupción de los genes 
correspondientes y las cepas mutantes mostradas en el panel B). Las abreviaturas indicadas en el 
esquema son: lacZα (fragmento que codifica la subunidad α de la β-galactosidasa), KmR (gen que 
confiere resistencia a la kanamicina), oriT (origen de transferencia conjugativa del replicón RP4), 
ori (origen de replicación colE1 de los plásmidos de la familia pUC) y MCS (Multiple Cloning Site 
del plásmido pK18mob); Δ indica gen truncado. B) Tabla resumen de los genes mutados, los 
oligonucleótidos empleados para la amplificación del fragmento interno del gen mutado, su tamaño 
y el plásmido en el que se clonó. Además se indica el nombre de la cepa obtenida y su capacidad 
para crecer anaeróbicamente en cultivos de medio mínimo MC con 3MBz, m-xileno o benzoato 
(Bz) como fuente de carbono (-, indica ausencia de crecimiento; +, indica crecimiento). 
               
             
                 
               
             
                    
              
A
pK18mob (3.8 kb)
Amplificación 
por PCR
Digestión + Ligación
Inserción en el cromosoma 
mediante recombinación 
homóloga lacZα oriT
(RP4)
ori (pUC)
pK18mbd/orf
KmR
MCS
lacZα KmR
oriT
(RP4)
ori (pUC)
Cromosoma de Azoarcus sp. CIB
A B C
Cromosoma de Azoarcus sp. CIB
A B C
KmR ori (pUC)oriT (RP4)lacZα
Cromosoma cepas mutantes Azoarcus sp. CIB
A CΔB ΔB
(1)
(2)
B Gen 
mutado
orf6
orf5
mbdY
mbdO
mbdA
Oligonucleótidos
orf6mut (HindIII) 5´
orf5mut (HindIII) 5´
mbdYmut (HindIII) 5´
5´ bcrmut (EcoRI)
mbdAmut (HindIII) 5´.2
orf6mut (XbaI) 3´
orf5mut (XbaI) 3´
mbdYmut (XbaI) 3´
3´ bcrmut (XbaI)
mbdAmut (XbaI) 3´.2
Fragmento 
PCR (pb)
723
585
709
787
736
Plásmido
pK18orf6
pK18orf5
pK18mbdY
pK18bcrB
pK18mbdA
Cepa 
resultante
Azoarcus sp. CIBdorf6
Azoarcus sp. CIBdorf5
Azoarcus sp. CIBdmbdY
Azoarcus sp. CIBdmbdO
Azoarcus sp. CIBdmbdA
Crecimiento
(1) (2)
-
-
-
-
-
3MBz
-
-
-
-
+
m-xileno Bz
+
+
+
+
+
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3. Caracterización bioquímica de actividades enzimáticas 
clave de la ruta mbd 
Como se ha indicado en el apartado 1.2.2.1 de la Introducción, tres de los pasos 
clave en las rutas centrales de degradación anaeróbica de ácidos aromáticos son: a) la 
activación del compuesto mediante la adición de una molécula de CoA; b) la 
subsiguiente reducción del anillo aromático mediante una reductasa multicomponente; 
c) el procesamiento y la apertura del anillo mediante una serie de reacciones similares a 
las de la β-oxidación de los ácidos grasos. 
Los resultados de la comparación de secuencia del cluster mbd (Tabla 6) muestran 
que los genes candidatos para codificar los productos proteicos responsables de estas 
actividades enzimáticas serían: mbdA (posible 3MBz-CoA ligasa), mbdONQP (posible 3-
metilbenzoil-CoA reductasa) y mbdXYW (posible sistema de β-oxidación modificado). 
Para tratar de confirmar y caracterizar estas actividades enzimáticas se procedió a su 
estudio bioquímico. 
3.1. Análisis de la actividad 3-metilbenzoato-CoA ligasa 
3.1.1. Estudio y clonación del gen mbdA 
El análisis de la secuencia aminoacídica del producto del gen mbdA señaló su 
similitud de secuencia con proteínas CoA ligasas de compuestos aromáticos (Tabla 6). 
La proteína MbdA presenta un tamaño (526 aa, 57.9 kDa) y pI (5.9) similar al de las 
benzoato, 3-hidroxibenzoato, 4-hidroxibenzoato y 2-aminobenzoato CoA ligasas que 
han sido descritas en diferentes microorganismos (Tabla 1). Además, en todas estas 
proteínas se identifican dominios de unión a AMP (Pfam00501), una característica típica 
de esta familia de CoA ligasas. La similitud del producto del gen mbdA con miembros 
conocidos de la familia de las CoA ligasas de compuestos aromáticos, sugería su posible 
función como una 3MBz-CoA ligasa. 
Por otro lado, tal y como aparece reflejado en el apartado 2.2 de Resultados, la cepa 
Azoarcus sp. CIBdmbdA es incapaz de crecer anaeróbicamente en 3MBz como única 
fuente de carbono, pero sí es capaz de crecer empleando m-xileno (Figura 12B). Este 
resultado también sugería que el producto del gen mbdA era el responsable de la 
actividad 3MBz-CoA ligasa, puesto que esta actividad sería la única del cluster mbd 
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prescindible para la degradación del m-xileno, ya que en su catabolismo periférico se 
forma directamente 3-metilbenzoil-CoA (Krieger et al., 1999) (Figura 9). 
Para confirmar que el gen mbdA codificaba la 3MBz-CoA ligasa se procedió 
inicialmente a su clonación. El gen mbdA se amplificó mediante PCR y posteriormente 
se clonó bajo el control del promotor Plac en el vector de expresión pUC19, dando lugar 
al plásmido pUCmbdA (Tabla 4, Figura 13). Dado que pUCmbdA no es capaz de 
replicar en Azoarcus sp. CIB, el gen mbdA se subclonó en el vector de amplio rango de 
hospedador pIZ1016 bajo el control del promotor Ptac, de forma que se generó la 
construcción pIZmbdA (Figura 13). Cuando el plásmido pIZmbdA se introdujo en la 
cepa Azoarcus sp. CIBdmbdA mediante electroporación, la cepa resultante, Azoarcus sp. 
CIBdmbdA (pIZmbdA), recuperó la capacidad de crecimiento anaeróbico en medio 
mínimo empleando 3MBz como fuente de carbono, lo que indicaba que el gen mbdA 
clonado se expresaba, era funcional y podía ser utilizado para confirmar su actividad 
3MBz-CoA ligasa.  
mbdRmbdAmbdB1-B5
Cromosoma de Azoarcus sp. CIB
ori
(pBBR1)
MCS
(HindIII/XbaI)
mobGmR
lacIQ
Ptac
pIZ1016 (6.0 kb)
pUC19
(2.7 kb)
ori
(pUC)
MCS
(HindIII/XbaI)
ApR
Plac lacZα
Amplificación 
por PCR
HindIII/XbaI + Ligación
pUCmbdA
(4.3 kb)
Plac
lacZα
HindIII XbaI
ori
(pUC)
ApR
HindIII/XbaI
+
Ligación
pIZmbdA (7.6 kb)
mobGmR
lacIQ
Ptac
HindIII XbaI
ori
(pBBR1)
1620 pb
HindIII XbaI
mbdA
mbdA
mbdA
(1)
(2)
Figura 13. Representación esquemática de la clonación del gen mbdA en los vectores 
de expresión pUC19 y pIZ1016. El gen mbdA se amplificó mediante PCR a partir de DNA 
genómico, empleando la pareja de oligonucleótidos: (1) mbdA HindIII 5´ y (2) mbdA XbaI 3´ 
(Tabla 5). Las abreviaturas indicadas en el esquema son : lacZα (fragmento que codifica la 
subunidad α de la β-galactosidasa), ApR (gen que confiere resistencia a la ampicilina), GmR 
(gen que confiere resistencia a la gentamicina), ori (origen de replicación), MCS (Multiple 
Cloning Site de los diferentes plásmidos), mob (región para la movilización), lacIQ (gen que 
codifica el represor LacI del operón lac), Plac y Ptac (promotores lac y tac). Se indican 
también las enzimas de restricción utilizadas.  
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3.1.2. El gen mbdA codifica una 3-metilbenzoato-CoA ligasa 
Para determinar si el gen mbdA codificaba una 3MBz-CoA ligasa se realizaron 
ensayos con la fracción soluble de extractos celulares de E. coli DH10B (pUCmbdA) 
siguiendo el protocolo que aparece reseñado en el apartado 6.1.2 de Materiales y Métodos. 
Los extractos celulares procedentes de E. coli DH10B (pUCmbdA) mostraron una 
actividad 3MBz-CoA ligasa significativa que no se detectó con un extracto control 
procedente de células de E. coli DH10B (pUC19), tanto mediante ensayos de actividad 
directos (0.31 μmol min-1 mg-1) como indirectos (0.11 μmol min-1 mg-1). Para la 
realización de los ensayos directos se calculó experimentalmente el coeficiente de 
extinción molar (ε) del 3-metilbenzoil-CoAl, que resultó tener el mismo valor que el del 
benzoil-CoA (3.9 mM-1 cm-1). Estos resultados confirmaron que el gen mbdA se expresa 
en E. coli y que su producto es la 3MBz-CoA ligasa, responsable de la activación del 
3MBz a 3-metilbenzoil-CoA. 
Con el objetivo de determinar sobre qué compuestos aromáticos puede ejercer su 
acción enzimática la proteína MbdA se emplearon como sustrato diferentes moléculas 
de estructura similar al 3MBz. En la Figura 14 se muestra un resumen de los ensayos de 
actividad CoA ligasa realizados. La máxima actividad CoA ligasa se logró cuando se 
empleó como sustrato 3MBz (100%). El derivado no metilado, benzoato, generó 
también un elevado nivel de actividad (93%). Por el contrario, el cambio en la posición 
del sustituyente metilo redujo en un 50% (2-metilbenzoato) y en un 70% (4-
metilbenzoato), la actividad máxima. También se obtuvieron actividades destacables con 
diferentes derivados fluorados y clorados del benzoato, especialmente cuando el grupo 
funcional se encuentra en posición meta (40% para el 3-fluorobenzoato y 77% para el 3-
clorobenzoato). En cambio, no se detectó actividad catalítica con otros compuestos 
análogos del benzoato, como el 3-hidroxibenzoato o los ácidos fenilpropiónico, 3-
hidroxifenilpropiónico y fenilacético. 
Los resultados obtenidos mostraron que la proteína MbdA era capaz de catalizar 
de forma óptima la adición de CoA tanto a una molécula de 3MBz como a una de 
benzoato, por lo que se trata de la segunda benzoato-CoA ligasa que se describe en 
Azoarcus sp. CIB. 
La proteína BzdA, codificante de la actividad benzoato-CoA ligasa previamente 
descrita en Azoarcus sp. CIB es incapaz de catalizar la reacción CoA ligasa empleando 
3MBz como sustrato (López Barragán et al., 2004). Por lo tanto, MbdA y BzdA son 
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isoenzimas capaces de activar benzoato a benzoil-CoA pero MbdA es la única de las dos 
proteínas que reconoce al 3MBz. 
3.2. Análisis de la actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa 
codificada por los genes mbdONQP 
Como se ha indicado en el apartado 1.2 de la Introducción, El paso clave en la 
degradación anaeróbica de los compuestos aromáticos activados con CoA es la pérdida 
de aromaticidad del anillo bencénico a través de un proceso de reducción. La 
importancia que tiene esta actividad para la degradación de los compuestos aromáticos 
en ausencia de oxígeno convirtió en un objetivo prioritario la identificación de una 
posible actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa codificada en el cluster mbd. La 
significativa similitud de secuencia de los productos de los genes mbdQ, mbdO, mbdN y 
mbdP con las cuatro subunidades que conforman la benzoil-CoA reductasa de T. 
aromatica y R. palustris sugería que se trataba de las correspondientes subunidades de una 
posible 3-metilbenzoil-CoA reductasa. 
Además, en el cluster mbd se han identificado los genes codificantes de una 
presunta ferredoxina (mbdM) y de un sistema α-cetoglutarato:ferredoxina óxido-
reductasa de dos componentes (korA2B2), que podrían ser los encargados de aportar el 
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Figura 14. Actividad CoA ligasa de la enzima MbdA empleando como sustrato 
diferentes compuestos aromáticos. Valores de actividad CoA ligasa obtenidos 
utilizando el ensayo acoplado descrito en el apartado 6.1.2.2 de Materiales y Métodos. 
Los valores se representan como un porcentaje de la actividad máxima obtenida en 
3MBz, que se corresponde con 0.11 μmol min-1 mg-1 proteína. Los compuestos 
utilizados en el ensayo fueron: 3MBz; benzoato (Bz); 2 y 4 metilbenzoato (2-/4-MBz); 2, 
3 y 4 fluorobenzoato (2-/3-/4-FBz); 2, 3 y 4 clorobenzoato (2-/3-/4-ClBz); 3-
hidroxibenzoato (3HBz); fenilpropionato (PP); 3-hidroxifenilpropionato (3HPP); 
fenilacetato (AFA). Los valores representados son la media de tres experimentos 
independientes con una desviación estándar inferior al 10%. 
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poder reductor a la 3-metilbenzoil-CoA reductasa. La existencia de todos los genes 
necesarios para la existencia de una actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa codificada 
en el cluster mbd, motivó el estudio de la posible reductasa específica del cluster mbd 
codificada por los genes mbdONQP. 
Las cepas Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdmbdO, mutante en la subunidad β 
de la hipotética 3-metilbenzoil-CoA reductasa, se cultivaron anaeróbicamente en medio 
mínimo y condiciones de inducción del cluster mbd. Se empleó 3MBz como fuente 
exclusiva de carbono para Azoarcus sp. CIB y una mezcla de 3MBz y glutarato para 
Azoarcus sp. CIBdmbdO (dada su imposibilidad para crecer empleando 3MBz como 
única fuente de carbono, ver Figura 12B). A partir de los cultivos se obtuvieron 
extractos celulares en condiciones anóxicas muy estrictas y se realizó un ensayo 
enzimático empleando el 3-metilbenzoil-CoA como sustrato (ver el apartado 6.1.3.1 de 
Materiales y Métodos). En estos experimentos se observó que los extractos celulares 
procedentes de la cepa Azoarcus sp. CIB cultivada en 3MBz poseían una actividad 
específica de 16.5 nmol min-1 mg-1 para la conversión del 3-metilbenzoil-CoA (Figura 
15A) y de 7.5 nmol min-1 mg-1 para el benzoil-CoA, mientras que los extractos de 
Azoarcus sp. CIBdmbdO cultivados en presencia de 3MBz no mostraron actividad 3-
metilbenzoil-CoA reductasa detectable (< 0.1 nmol min-1 mg-1). Por otro lado, extractos 
de Azoarcus sp. CIB cultivado en glutarato (condiciones de no inducción de la ruta mbd) 
presentaron tan sólo un 10% de la actividad mostrada en condiciones de inducción. 
Estos resultados confirman la existencia de una actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa 
inducible en Azoarcus sp. CIB y sugieren que los genes mbdONQP son los responsables 
de dicha actividad. 
Figura 15 (página siguiente). Análisis mediante HPLC de la conversión de 3-metilbenzoil-CoA y 
benzoil-CoA en extractos celulares de Azoarcus sp. CIB. Las cepas Azoarcus sp. CIB, Azoarcus 
sp. CIBdmbdO y Azoarcus sp, CIBdbzdN se cultivaron en presencia de 3MBz o benzoato (Bz). La 
obtención de los extractos celulares y el ensayo de la actividad reductasa se realizaron como se detalla 
en el apartado 6.1.3.1 de Materiales y Métodos. Se monitorizó la actividad de los extractos tras cinco 
minutos de incubación con los sustratos 3-metilbenzoil-CoA (paneles A, C, E y G) y benzoil-CoA 
(paneles B, D, F y H). Las gráficas representan el perfil de retención en HPLC de los derivados CoA 
generados mediante el seguimiento de la absorbancia a 260 nm (A260). En cada uno de los paneles, 
la mitad superior (rojo) representa el perfil de retención de la molécula usada como sustrato en el 
ensayo, mientras que la mitad inferior (negro) representa la desaparición de los sustratos y la 
generación de los productos tras la adición de los extractos. Los paneles A, B, C y D muestran los 
ensayos realizados con extractos de Azoarcus sp. CIB. Los paneles E y F muestran los ensayos 
realizados con Azoarcus sp. CIBdmbdO. Los paneles G y H se corresponden con los ensayos 
realizados con Azoarcus sp. CIBdbzdN. En el interior de las gráficas los picos del cromatograma 
correspondientes con los diferentes compuestos se indican con el siguiente código: 0A, 3-metilbenzoil-
CoA; 1A, metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (metil-dienoil-CoA); 2A, metil-6-hidroxiciclohex-1-eno-
1-carbonil-CoA (metil-6-hidroxi-monoenoil-CoA); 0B, benzoil-CoA; 1B, ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-
CoA (dienoil-CoA); 2B, 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (6-hidroxi-monoenoil-CoA). 
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Curiosamente, extractos de Azoarcus sp. CIB obtenidos de células cultivadas 
anaeróbicamente en benzoato y, que por lo tanto expresaban la benzoil-CoA reductasa 
(BzdNOQP) mostraron una significativa actividad reductasa no sólo cuando se utilizó 
benzoil-CoA como sustrato sino también en presencia de 3-metilbenzoil-CoA (Figuras 
15C y D). Estos resultados sugerían que las benzoil-CoA y 3-metilbenzoil-CoA 
reductasas eran capaces de reducir eficazmente tanto el benzoil-CoA como el 3-
metilbenzoil-CoA. Para confirmarlo, se procedió al estudio de la actividad reductasa en 
cepas de Azoarcus sp. CIB que presentaban una benzoil-CoA reductasa (Azoarcus sp. 
CIBdbzdN) (López-Barragán et al., 2004) o una 3-metilbenzoil-CoA reductasa (Azoarcus 
sp. CIBdmbdO) inactivas. La cepa Azoarcus sp. CIBdmbdO cultivada anaeróbicamente en 
benzoato, condición en la que se expresa el complejo benzoil-CoA reductasa 
BzdNOPQ, era capaz de catalizar indistintamente la reducción de 3-metilbenzoil-CoA 
(Figura 15E) y de benzoil-CoA (Figura 15F). A su vez, la cepa Azoarcus sp. CIBdbzdN 
cultivada anaeróbicamente en 3MBz, condición en la que sólo se expresa la reductasa 
MbdONQP, también podía catalizar la reducción de ambos derivados CoA (Figuras 
15G y H). 
Estos resultados sugieren que la benzoil-CoA reductasa (BzdNOPQ) y la 3-
metilbenzoil-CoA reductasa (MbdONQP) de Azoarcus sp. CIB son capaces de reducir 
indistintamente benzoil-CoA y 3-metilbenzoil-CoA.  
3.3. Análisis de la actividad metil-ciclohexa-1,5-dieno-
carbonil-CoA hidratasa 
El análisis del cluster mbd reveló la presencia de tres genes adyacentes (mbdXYW) 
que podrían codificar las actividades enzimáticas conducentes a la β-oxidación y 
apertura del anillo del 3-metildienoil-CoA formado por la actividad 3-metilbenzoil-CoA 
reductasa (Tabla 6). El producto del gen mbdW muestra similitud con proteínas de tipo 
ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa, como Dch de T. aromatica (Breese et al., 
1998; Laempe et al., 1998), BamRGeo de G. metallireducens (Peters et al., 2007) y BamRSyn de 
S. aciditrophicus (Peters et al., 2007). Este tipo de enzimas con actividad hidratasa actúa 
sobre el producto de la reducción del anillo aromático generado por la actividad benzoil-
CoA reductasa, eliminando una de las dos insaturaciones e introduciendo un grupo 
hidroxilo; además pueden catalizar también esta reacción en el sentido reverso. MbdW 
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podría realizar una función similar sobre el derivado metilado del ciclohexa-1,5-dieno-
carbonil-CoA que se generaría por la acción del complejo MbdONQP. A continuación 
actuaría el producto de mbdX, puesto que muestra similitud con Had de T. aromatica 
(Laempe et al., 1999), la 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA deshidrogenasa que 
transforma el grupo enol resultante en el paso anterior en un grupo ceto. Finalmente, se 
produciría la apertura del anillo alicíclico por parte de MbdY, una metil-6-cetociclohex-
1-eno-1-carbonil-CoA hidrolasa que jugaría un papel similar al desempeñado por Oah 
de T. aromatica (Laempe et al., 1999), proteína con la que presenta similitud de secuencia 
(Tabla 6). 
Durante la realización de esta Tesis Doctoral se inició la caracterización de la 
primera de estas tres actividades, todas ellas clave para la β-oxidación del compuesto 
alicíclico y la formación de un ácido dicarboxílico alifático (metil-hidroxipimelil-CoA). 
3.3.1. Clonación e hiperexpresión del gen mbdW y purificación de 
la proteína MbdW 
El producto del gen mbdW presenta una elevada identidad de secuencia (60%) con 
ciclohexa-1,5-dieno-carboxil-CoA hidratasas (Tabla 6), lo que hacía sospechar que era 
responsable de la actividad hidratasa encargada de introducir un grupo funcional 
hidroxilo en la molécula de metil-dienoil-CoA derivada de la reducción del 3-
metilbenzoil-CoA. El gen mbdW se clonó en el vector de hiperexpresión pET-29a 
siguiendo la estrategia que aparece reflejada en la Figura 16A de tal forma que se generó 
una fusión que codifica seis histidinas en el extremo 3´ del gen mbdW. El plásmido 
resultante, pETmbdW, se introdujo en la cepa hospedadora E. coli BL21 (DE3), que fue 
cultivada aeróbicamente en medio LB para favorecer la hiperproducción de la proteína 
recombinante MbdW-His6 (29.0 kDa). El proceso seguido para la purificación de la 
proteína MbdW-His6 (Figura 16B) se detalla en el apartado 5.2.1 de Materiales y Métodos. 
Con el objetivo de determinar el estado de oligomerización de MbdW se realizó 
una cromatografía de filtración en gel y se comparó el tiempo de elución de la proteína 
MbdW-His6 purificada con el de proteínas de masa molecular conocida (ver el apartado 
5.3 de Materiales y Métodos). La masa molecular aparente calculada con este experimento 
fue de aproximadamente 86 kDa, que al ser dividida por la masa molecular del 
monómero (29.0 kDa) indica que la conformación nativa de la proteína MbdW en 
solución podría ser un trímero, si bien no se puede descartar la conformación dimérica. 
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Figura 16. Clonación e hiperproducción de MbdW. A) Representación esquemática de la 
clonación del gen mbdW en el vector de expresión pET-29a. El gen mbdW se amplificó 
mediante PCR a partir de DNA genómico de Azoarcus sp. CIB, empleando la pareja de 
oligonucleótidos: (1) mbdW NdeI 5´ y (2) mbdW NotI 3´ (Tabla 5). Las abreviaturas indicadas 
en el esquema son: PT7 (promotor del gen 10 del bacteriófago T7), KmR (gen que confiere 
resistencia a la kanamicina), ori f1 (origen de replicación del bacteriófago F1), ori (origen de 
replicación ColE1), MCS (Multiple Cloning Site), lacIQ (gen que codifica el represor LacI del 
operón lac). 
B) Purificación de la proteína MbdW-His6 en extractos de E. coli BL21 (DE3) (pETmbdW). 
Gel SDS-PAGE (12.5%) en el que se analizó la proteína purificada mediante el método 
descrito en la sección correspondiente de Materiales y métodos. Calle MW, marcadores de 
masa molecular para proteínas de Fermentas. En el lado izquierdo de la imagen se detallan los 
tamaños de los marcadores (en kDa). Calle E, fracción soluble de un extracto de E. coli BL21 
(DE3) (pETmbdW) en el que la proteína MbdW-His6 se ha hiperproducido. Calle P, proteína 
MbdW-His6 purificada (29.0 kDa), cuya posición en el gel se señala con una flecha. 
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3.3.2. MbdW posee actividad metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-
CoA hidratasa 
Como se ha comentado anteriormente, las dienoil-CoA hidratasas caracterizadas 
poseen la capacidad de catalizar tanto la reacción de hidratación (reacción directa) como 
la de deshidratación (reacción reversa) de forma que se puede valorar su actividad 
enzimática en ambos sentidos de la reacción. 
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Figura 17. Análisis mediante HPLC de la actividad enzimática de la proteína MbdW. Se 
monitorizó la acción de la proteína MbdW-His6 purificada (0.68 μM) tras un minuto de 
incubación con los siguientes sustratos: A) metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA 0.2 mM 
(metil-dienoil-CoA); B) metil-6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA 0.2 mM (metil-6OH-
monoenoil-CoA); C) ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA 0.2 mM (dienoil-CoA); D) 6-
hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA 0.2 mM (6OH-monoenoil-CoA). Las gráficas 
representan el perfil de retención de los compuestos CoA generados mediante la 
monitorización de la absorbancia a 260nm (A260). En cada uno de los paneles la mitad 
superior representa el perfil de retención de la molécula usada como sustrato en el ensayo 
(en rojo), mientras que la mitad inferior representa la desaparición de los sustratos y la 
generación de los productos tras la adición de MbdW-His6 (azul y verde). Los paneles A) y 
B) muestran la transformación de los sustratos metilados de la enzima, en ambos sentidos 
de la reacción catalizada. Los paneles C) y D) muestran la acción de MbdW-His6 sobre sus 
sustratos no metilados, es decir, los sustratos equivalentes en la ruta bzd de degradación 
anaeróbica del benzoato. En el interior de las gráficas los picos del cromatograma 
correspondientes con los diferentes compuestos se indican manteniendo la clave empleada 
en la Figura R6: 0A, 3-metilbenzoil-CoA; 1A, metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (metil-
dienoil-CoA); 2A, metil-6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (metil-6OH-monoenoil-CoA); 
0B, benzoil-CoA; 1B, ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (dienoil-CoA); 2B, 6-hidroxiciclohex-
1-eno-1-carbonil-CoA (6OH-monoenoil-CoA). El llamativo pico que se observa a los 16 min 
en el panel C) se corresponde con el compuesto ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA, un 
subproducto de la síntesis del dienoil-CoA. 
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En la Figura 17 se pueden observar los cromatogramas con los que se siguió la 
hidratación del (metil)-dienoil-CoA a (metil)-6-hidroxi-monoenoil-CoA y la reacción 
reversa de deshidratación del (metil)-6-hidroxi-monoenoil-CoA a (metil)-dienoil-CoA. 
En ambos casos se emplearon tanto los compuestos metilados como los no metilados, 
con el objetivo de comprobar la especificidad de sustrato de la enzima. Se observó que 
los picos correspondientes a los sustratos disminuyen su intensidad, mientras que 
aparecen nuevos picos a diferentes tiempos de retención correspondientes con los 
productos formados. En el ensayo se muestra que la proteína MbdW ejerce la actividad 
dienoil-CoA hidratasa y la reacción reversa tanto con el sustrato metilado como con el 
sustrato sin metilar. 
El 6OH-monoenoil-CoA es el compuesto que se aisló con una mayor pureza y en 
mayor abundancia, por lo que se usó como sustrato en ensayos de actividad hidratasa 
monitorizados espectrofotométricamente (ver el apartado 6.2 de Materiales y Métodos) y 
en los que se comparó la actividad de las proteínas purificadas MbdW y la hidratasa 
equivalente BamRSyn de Syntrophus aciditrophicus (Peters et al., 2007). La actividad 
específica calculada para la reacción reversa 6OH-monoenoil-CoAdienoil-CoA 
mediante este ensayo fue de 478.90 μmol min-1 mg-1 para MbdW y de 462.99 μmol min-1 
mg-1 para BamRSyn. 
Dada la dificultad para purificar el metil-dienoil-CoA y los elevados niveles de 3-
metilbenzoil-CoA que contaminaban el compuesto purificado (Figura 17A), se realizó 
un experimento control con metil-6OH-monoenoil-CoA más una cantidad de 3-
metilbenzoil-CoA equivalente a la que contamina al metil-dienoil-CoA. El objetivo del 
ensayo consistía en comprobar mediante HPLC si la elevada concentración de 3-
metilbenzoil-CoA podía afectar a los niveles de actividad hidratasa MbdW. Los 
resultados del ensayo (datos no mostrados) demostraron que no existía un efecto 
inhibidor del 3-metilbenzoil-CoA sobre la actividad de la proteína MbdW. 
Los ensayos de actividad enzimática llevados a cabo con la proteína MbdW 
purificada han confirmado su participación en la etapa inicial de la β-oxidación 
implicada en la degradación del producto de la reducción del 3-metilbenzoil-CoA. 
Además, se ha demostrado que también puede ejercer su actividad catalítica sobre el 
derivado dienoil-CoA del benzoil-CoA. Al igual que hemos observado con la reductasa 
MbdONQP, la proteína MbdW podría llevar a cabo su función tanto en la ruta bzd 
(degradación de benzoato) como en la ruta mbd (degradación de 3MBz). 
Resultados  
 94 
Presumiblemente mecanismos de regulación específica determinarán la producción de 
estas proteínas en condiciones en las que sea necesario degradar 3-metilbenzoil-CoA, 
mientras que las proteínas del cluster bzd se producirán cuando se necesite degradar 
benzoil-CoA. Por ello, y como continuación del trabajo de Tesis, se procedió a estudiar 
la regulación de la expresión de los genes mbd. 
4.  Análisis transcripcional del cluster mbd 
El análisis de la organización genética del cluster mbd revela que los genes 
catabólicos, de transporte y reguladores se disponen en al menos tres operones 
controlados por los promotores PO, PB1 y P3R (Figura 18A) y están separados por 
distancias que oscilan entre los 636 y los 0 nucleótidos. Las mayores regiones 
intergénicas son mbdW-mbdM (636 pb), mbdP-orf1 (621 pb), orf5-orf6 (481 pb), mbdB5-
mbdA (231 pb), mbdM-korA2 (202 pb) y korB2-orf5 (158 pb). 
Con el objetivo de comprobar la existencia de las unidades transcripcionales 
propuestas controladas por los promotores PO y PB1 y si su expresión era inducible por 
3MBz, se procedió a cultivar Azoarcus sp. CIB en condiciones desnitrificantes en medio 
mínimo MC, empleando como única fuente de carbono y energía 3MBz (condición 
experimental), succinato (condición control de crecimiento en una fuente de carbono no 
aromática) o benzoato (condición control de crecimiento en una fuente de carbono 
aromática). Se extrajo RNA total de los cultivos y se analizó la expresión de diferentes 
regiones intergénicas del cluster mbd mediante RT-PCR. (Figura 18B) 
El análisis de los productos de las reacciones de RT-PCR relacionadas con los 
genes mbd catabólicos y de transporte sólo reveló unos niveles de expresión 
significativos cuando la bacteria Azoarcus sp. CIB era cultivada en 3MBz, pero no 
cuando la misma cepa era cultivada en succinato o benzoato (Figura 18B). Estos 
resultados confirman que la expresión de los genes mbd catabólicos y de transporte es 
inducible y dependiente del metabolismo de 3MBz en Azoarcus sp. CIB. El benzoato, 
sustrato de la ruta central bzd y cuyas actividades enzimáticas son equivalentes a las de la 
ruta mbd, no es capaz, sin embargo, de inducir la expresión de los genes mbd 
catabólicos. Por otro lado, el análisis del gen mbdR reveló su expresión constitutiva en 
las condiciones analizadas, ya que mantenía un nivel constante de expresión 
independientemente de la fuente de carbono en la que se hubieran realizado los cultivos. 
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El estudio de la cotranscripción de diferentes parejas de genes que flanquean las 
mayores regiones intergénicas del cluster mbd a través del análisis de los productos de las 
reacciones de RT-PCR, sugiere la existencia de los dos operones divergentes propuestos: 
un operón controlado por los genes PO y que se extendería desde el gen mbdO hasta, al 
menos, orf6, y un operón controlado por el promotor PB1 que se extendería desde el gen 
mbdB1 hasta mbdA (Figura 18A). Además de estos dos operones divergentes, el presunto 
gen regulador mbdR constituye un operón monocistrónico controlado por el promotor 
P3R.  
Figura 18. Organización transcripcional del cluster mbd. A) Esquema de la organización 
transcripcional del cluster mbd que muestra los dos posibles operones divergentes que 
contienen a los genes catabólicos (flechas azules) y de transporte (flechas amarillas), el 
operón regulador mbdR (flecha negra), así como las regiones intergénicas cuya expresión ha 
sido analizada. Los promotores PO, PB1 y P3R se indican con flechas curvadas. Cada una 
de estas regiones se representa con una letra y la secuencia de los oligonucleótidos 
empleados para su amplificación se incluye en la Tabla 5: a1, orf6 R1; a2, orf5 F1; b1, orf5 
R1; b2, korB2 F1; c1, korA2 R1; c2, 3MBzFed F1; d1, 3MBzFed R1; d2, mbdW F1; e1, mbdX 
R1; e2, orf4 F1; f1, orf1 R1; f2, mbdN F1; g1, bcrB R2; g2, mbdB1 R1; h1, mbdB5 F1; h2, 
mbdA R2; i1, mbdR-A3; i2, mbdR-A5. B) Electroforesis en geles de agarosa de los productos 
de RT-PCR obtenidos con los oligonucleótidos reflejados en el panel A. Las células de 
Azoarcus sp. CIB utilizadas para la extracción del RNA total se cultivaron en condiciones 
desnitrificantes en medio mínimo MC hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial de 
crecimiento empleando 3MBz 3 mM, (calles 3M), succinato 0.2% (calles S) o benzoato 3 mM 
(calles B). La extracción de RNA y las reacciones de RT-PCR fueron realizadas tal y como se 
indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Las calles M contienen DNA del fago ΦX-
174, digerido con la enzima de restricción HaeIII, como indicador de masa molecular. En el 
margen izquierdo de las imágenes de los geles se indican los tamaños de los marcadores 
(en pb).  
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5. Caracterización de los promotores divergentes del cluster 
mbd: PO y PB1 
El análisis transcripcional reveló la presencia de, al menos, dos unidades 
transcripcionales en las que se incluyen los genes responsables de las enzimas implicadas 
en la ruta central mbd. Para caracterizar los promotores PO y PB1 se procedió a 
determinar el sitio de inicio de la transcripción de los correspondientes operones así 
como a la clonación de los promotores en un vector apropiado para el estudio de su 
actividad. 
5.1. Identificación del punto de inicio de la transcripción 
de los genes mbdO y mbdB1 
Para determinar el punto de inicio de la transcripción (+1) de los genes mbdO 
(promotor PO) y mbdB1 (promotor PB1) se extrajo RNA total a partir de células de 
Azoarcus sp. CIB cultivadas en 3MBz (condición experimental) y en benzoato (condición 
control). En el apartado 3.5 de Materiales y Métodos se indica el protocolo de extensión 
por cebador (primer extension) empleado. 
En la Figura 19A se muestra el punto de inicio de la transcripción de los genes 
mbdO y mbdB1. En ambos casos la posición +1 de los promotores se ubica en una G, 
localizada a 137 pb del codón de inicio del gen mbdO (promotor PO) y a 138 pb del 
codón de inicio del gen mbdB1 (promotor PB1). En el caso del promotor PO la existencia 
de productos de extensión más pequeños podría ser la evidencia de reacciones parciales 
de extensión por parte de la retrotranscriptasa. 
La identificación del sitio de inicio de la transcripción permitió proponer las cajas 
-10 y -35 de interacción con la subunidad σ 70 de la RNA polimerasa (Figura 19B). 
Mientras que las cajas -35 mantienen la secuencia consenso (TTGACA), las cajas -10 se 
diferencian en dos (PB1) y tres (PO) bases respecto al consenso TATAAT (Dombroski, 
1997). En el caso del promotor PO la distancia que separa las cajas -10 y -35 es de 17 pb, 
mientras que en el promotor PB1 es de 16 pb. La distancia (268 pb) que separa las 
posiciones +1 de los genes mbdO y mbdB1 sugiere que PO y PB1 son dos promotores 
divergentes pero no solapantes (Figura 19C). 
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Figura 19. A) Determinación del punto de inicio de la transcripción de los promotores PO 
y PB1. El RNA total se extrajo a partir de células de Azoarcus sp. CIB cultivadas 
anaeróbicamente en medio MC con 3MBz (3 mM) o benzoato (3 mM) como únicas fuentes de 
carbono. El tamaño de los productos de la extensión se determinó por comparación con el 
patrón de secuenciación de los promotores PO y PB1 (calles A, T, C, G). Las calles marcadas 
como 3M y B muestran los productos de extensión bajo condiciones de inducción (cultivo en 
3MBz) y de no inducción (cultivo en benzoato), respectivamente. La banda correspondiente al 
producto de extensión más largo aparece señalada con una flecha naranja. Tanto para realizar 
la reacción de extensión como para la reacción de secuenciación de los promotores PO y PB1 
se emplearon los oligonucleótidos CIB+1PmbdO3´ y  CIBPmbdB13´, respectivamente, cuya 
secuencia se detalla en la Tabla 5. A la izquierda de cada imagen se muestra la secuencia de 
la región en la que se encuentran los nucleótidos de inicio de la transcripción (señalados con 
un círculo naranja). La secuencia mostrada se corresponde con la hebra no codificante. 
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Figura 19 (Continuación). B) Secuencia de la región -10/-35 y del inicio de la 
transcripción en los promotores PO y PB1. Las cajas -10 y -35 de los promotores PO y PB1 
aparecen recuadradas en verde. Los sitios de inicio de la transcripción (+1) se detallan 
subrayados en verde en la hebra codificante. 
C) Secuencia de la región intergénica mbdO-mbdB1. Se mantiene el código de colores 
del panel B) para las cajas -10/-35 y el punto de inicio de la transcripción. El codón de inicio 
de los genes mbdO y mbdB1 aparece señalado en azul, y la secuencia de unión al ribosoma 
(RBS) se ha recuadrado con una línea negra discontinua. Los oligonucleótidos utilizados 
para la amplificación mediante PCR de las sondas empleadas para los experimentos de 
interacción in vitro proteína-DNA aparecen sombreados en naranja, y su secuencia detallada 
en la Tabla 5. La secuencia que se extiende desde las cajas -35 de cada promotor hacia 
cada codón de inicio aparece sombreada en amarillo.  
5.2. Clonación y actividad de los promotores PO y PB1 en 
E. coli y Azoarcus sp. CIB 
Con el objetivo de continuar con el estudio de los promotores divergentes del 
cluster mbd se procedió a clonar la región intergénica situada entre los genes mbdO y 
mbdB1 en el plásmido de búsqueda de promotores pSJ3 (Tabla 4). De esta forma se 
construyeron los vectores pSJ3PO y pSJ3PB1, en los que la región que contiene los 
promotores objeto de estudio, PO y PB1, queda fusionada traduccionalmente con el gen 
testigo lacZ (Figura 20).  
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Figura 20 (página anterior). Esquema de la estrategia empleada para la construcción de 
las fusiones traduccionales PO::lacZ y PB1::lacZ. La región intergénica localizada entre 
los genes mbdO y mbdB1 se amplificó mediante PCR a partir de DNA genómico. Los 
oligonucleótidos empleados fueron (1) PmbdO KpnI 5´, (2) PmbdO XbaI 3´, (3) PmbdB1 
KpnI5´ y (4) PmbdB1 XbaI 3´ (secuencia detallada en la Tabla 5). Estos cebadores 
introducen dianas de restricción KpnI y XbaI en los extremos 5´ y 3´ del fragmento 
amplificado, de tal forma que la diana XbaI de ambos fragmentos permite generar una 
fusión traduccional de los primeros 3 nt del gen estructural mbdO y mbdB1 con el gen 
testigo lacZ en el vector de búsqueda de promotores pSJ3. Dado que el vector pSJ3 no es 
capaz de replicar en Azoarcus sp. CIB, se procedió a subclonar las fusiones traduccionales 
como un fragmento KpnI-HindIII de aproximadamente 3.7 kb en el vector de amplio rango 
de hospedador pIZ1016 y de forma que el promotor Ptac del plásmido pIZ1016 es 
eliminado, evitando así cualquier interferencia en el estudio del promotor clonado. 
La región intergénica clonada se representa en color gris, los promotores PO (naranja )y 
PB1 (verde) con flechas curvadas, los genes responsables de las resistencias a antibióticos 
(ApR, GmR) y del represor del promotor lac (lacIQ) con flechas blancas. El gen lacZ se 
representa con un flecha azul, los orígenes de replicación ori(pUC) y ori(pBBR1) con 
rectángulos rayados y el de movilización de los plásmidos (mob) con flechas rayadas. 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dado que el plásmido pSJ3 no es capaz de replicar en Azoarcus sp. CIB, se 
procedió a subclonar las fusiones traduccionales PO::lacZ y PB1::lacZ en el plásmido de 
amplio rango de hospedador pIZ1016 (Tabla 4), lo que dio lugar a los plásmidos pIZPO 
(PO::lacZ) y pIZPB1 (PB1::lacZ) (Figura 20). 
La actividad de los promotores PO y PB1 se determinó inicialmente en la cepa E. 
coli DH10B, portadora de los plásmidos pIZPO o pIZPB1. Para ello se analizó la actividad 
β-galactosidasa de ambas cepas y se comprobó que los promotores PO y PB1 eran activos 
en este sistema heterólogo, de tal forma que PO es significativamente más activo que PB1 
(Figura 21A). Estos resultados además sugerían que ambos promotores no estaban 
sometidos a un control dependiente de un activador específico de Azoarcus sp. CIB.  
Cabe destacar que la actividad del promotor PO estaba sujeta a significativas 
variaciones en diferentes experimentos, y que el crecimiento de la cepa portadora del 
plásmido pIZPO se veía claramente afectado (datos no mostrados). Este fenotipo se 
observó en diferentes cepas de E. coli (por ejemplo DH10B y MC4100) y en diferentes 
condiciones de cultivo (por ejemplo medio rico, medio mínimo, presencia de oxígeno y 
anoxia). Además, no se consiguió mantener con éxito la construcción pIZPO cuando se 
transfirió a Azoarcus sp. CIB. Como hemos visto en el apartado 5 de Resultados, el 
promotor PO es responsable de la transcripción de una serie de genes que se extiende a 
lo largo de, al menos, 21.7 kb. La actividad promotora necesaria para formar un 
transcrito de tal envergadura podría generar inestabilidad genética cuando dicho 
promotor se encuentre en multicopia en la cepa hospedadora. A causa de esta 
inestabilidad, los estudios in vivo realizados en esta Tesis Doctoral se han centrado en la 
caracterización del promotor PB1. 
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Figura 21. Expresión de las fusiones traduccionales PO::lacZ y PB1::lacZ. A) Medida de 
la actividad β-galactosidasa (Unidades Miller, U.M.) en células de E. coli DH10B que 
contienen las fusiones traduccionales PO::lacZ (plásmido pIZPO) y PB1::lacZ (plásmido 
pIZPB1). Las células fueron cultivadas en medio LB. B) Medida de la actividad β-
galactosidasa (Unidades Miller, U.M.) en células de Azoarcus sp. CIB portadoras del 
plásmido pIZPB1. Las células han sido cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo MC 
suplementado con benzoato 3 mM (Bz) o 3MBz 3 mM (3MBz) como únicas fuentes de 
carbono. Los ensayos de actividad β-galactosidasa se realizaron tal y como se indica en el 
apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el resultado de un solo 
experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres experimentos independientes y 
presentaron una desviación estándar inferior al 10% (salvo en el caso de la cepa de E. coli 
portadora del plásmido pIZPO, en la que la desviación estándar fue del 20%). 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El plásmido pIZPB1 se introdujo en Azoarcus sp. CIB mediante un proceso de 
conjugación biparental. La realización de ensayos β-galactosidasa en la cepa Azoarcus sp. 
CIB (pIZPB1) mostró que el promotor PB1 es más activo en el sistema homólogo que en 
un sistema heterólogo, y que su actividad se ve significativamente incrementada en 
células que han sido cultivadas en presencia de 3MBz (Figura 21B), lo que está de 
acuerdo con la inducción observada mediante ensayos de RT-PCR (Figura 18B).  
6. Caracterización de la regulación transcripcional específica 
de los promotores divergentes del cluster mbd 
El extremo 3´ del cluster mbd contiene el gen mbdR que codifica un presunto 
regulador transcripcional de la familia TetR (Tabla 6). Con el objetivo de profundizar en 
la regulación transcripcional específica del cluster mbd se procedió a estudiar el gen mbdR 
y su producto proteico. 
A
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
 
 
 
 
 
 
E. coli
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
da
sa
(U
.M
.) PO::lacZ PB1::lacZ
B
Azoarcus sp. CIB
Bz 3MBz
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
ds
a
(U
.M
.)
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
8000
 
 
 
 
 
 
PB1::lacZ
 
 
 
 
 
 
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
da
sa
(U
.M
.)
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
da
sa
(U
.M
.)
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
ds
a
(U
.M
.)
 
 
 
 
 
 
Ac
tiv
id
ad
 β
-g
al
ac
to
si
ds
a
(U
.M
.)
 
 
 
 
 
 
Resultados 
 101 
6.1. MbdR es un regulador transcripcional de los 
promotores PO y PB1 
Como primera aproximación para evaluar la relación del gen mbdR con el cluster 
mbd se procedió a generar un mutante en dicho gen siguiendo el esquema descrito en la 
Figura 12. Para ello se amplificó un fragmento interno (524 pb) del gen mbdR con los 
oligonucleótidos 5´mbdR mut2 y 3´mbdR mut2 (Tabla 5) que fue clonado en el vector 
suicida pK18mob, dando lugar al plásmido pK18mbdRnew (Tabla 4). Dicho plásmido se 
transfirió por conjugación a Azoarcus sp. CIB y, mediante recombinación homóloga, se 
generó una inserción en la copia cromosómica del gen mbdR que dio lugar a la cepa 
mutante Azoarcus sp. CIBdmbdR. 
La cepa mutante Azoarcus sp. CIBdmbdR se cultivó anaeróbicamente en medio 
mínimo MC suplementado con 3MBz como única fuente de carbono y su crecimiento 
fue similar al observado con la estirpe silvestre Azoarcus sp CIB. Este resultado sugería 
que el gen mbdR no codificaba un activador transcripcional necesario para la expresión 
de los genes mbd. 
Para confirmar que el producto del gen mbdR controla la actividad de los 
promotores PO y PB1 se procedió a cultivar anaeróbicamente las cepas Azoarcus sp. CIB y 
Azoarcus sp. CIBdmbdR en benzoato (condición de no inducción) o 3MBz (condición de 
inducción del cluster mbd). A partir de estos cultivos se extrajo RNA total y, siguiendo el 
protocolo indicado en la sección 3 de Materiales y Métodos, se analizó la actividad de los 
promotores mediante RT-PCR (Figura 22). Mientras que la actividad de los promotores 
PO y PB1 es inducible en la cepa Azoarcus sp. CIB cultivado en 3MBz, en Azoarcus sp. 
CIBdmbdR la actividad se vuelve constitutiva, observándose niveles similares de 
transcrito tanto en condiciones de inducción (crecimiento en 3MBz) como de no 
inducción (crecimiento en benzoato).  
Además, mediante ensayos de actividad β-galactosidasa en células de Azoarcus sp. 
CIB y Azoarcus sp. CIBdmbdR portadoras del plásmido pIZPB1 se observó que la 
actividad de la fusión PB1::lacZ en la cepa mutante era similar en células cultivadas en 
benzoato o en 3MBz (datos no mostrados). 
Como conclusión, estos resultados están de acuerdo con la hipótesis de que el 
producto del gen mbdR es un represor transcripcional de los promotores PO y PB1. 
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Figura 22. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos a 
partir de los promotores divergentes del cluster mbd de Azoarcus sp. CIB. Las células 
de Azoarcus sp. CIB (wt) y de Azoarcus sp. CIBdmbdR (dmbdR) utilizadas para la 
extracción del RNA total se cultivaron en condiciones desnitrificantes hasta alcanzar la mitad 
de la fase exponencial de crecimiento empleando benzoato 3 mM (calles B) o 3MBz 3 mM 
(calles 3M) como fuentes de carbono. La extracción de RNA y las reacciones de RT-PCR 
fueron realizadas tal y como se indican en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Los 
oligonucleótidos empleados para amplificar los productos de PCR fueron las parejas PmbdO 
F1 / bcrB R2 (PO) y  PmbdB1 F1 / mbdB1 R1 (PB1), cuya secuencia se detalla en la Tabla 5. 
Las calles M contienen DNA del fago ΦX-174, digerido con la enzima de restricción HaeIII, 
como indicador de masa molecular. En el margen izquierdo de las imágenes de los geles se 
indican los tamaños de los marcadores (en pb). 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2. Caracterización del regulador MbdR 
6.2.1. Análisis in silico de la estructura de la proteína MbdR 
La comparación de la secuencia de aminoácidos del regulador MbdR (214 aa, 23.8 
kDa) con las bases de datos de proteínas reveló su pertenencia a la familia de 
reguladores transcripcionales TetR (para revisión sobre esta familia ver Ramos et al., 
2005 y Yu et al., 2010). La proteína MbdR posee en su extremo amino-terminal (residuos 
1 al 64) una secuencia de reconocimiento de DNA propia de esta familia de reguladores 
(Hinrichs et al., 1994). Sin embargo, el extremo carboxilo-terminal de la proteína MbdR 
no presenta una identidad de secuencia significativa con proteínas reguladoras 
caracterizadas, lo que permite hipotetizar que el dominio carboxilo-terminal es un 
dominio de reconocimiento para un inductor específico. El producto proteico 
caracterizado que posee una mayor identidad de secuencia de aminoácidos (23%) con 
MbdR es el regulador transcripcional AcrR de E. coli (Figura 23A), que controla la 
expresión del transportador AcrAB implicado en la resistencia frente a diferentes 
compuestos tóxicos para la bacteria (Li et al., 2006). 
Utilizando la estructura 3D del regulador AcrR, se procedió a realizar un 
modelado de la estructura de la proteína MbdR (Figura 23B). Sólo forman parte del 
modelo los aminoácidos que se extienden desde la posición 18 a la 158 debido a la 
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Figura 23. Análisis estructural del regulador MbdR. A) Alineamiento de la secuencia de 
aminoácidos de MbdR y del regulador AcrR de E. coli (CAQ30937). Las secuencias fueron 
alineadas empleando la aplicación de alineamiento múltiple de secuencias ClustalW 
(Thompson et al., 1994). La clave para interpretar los símbolos que aparecen en el 
alineamiento son: “*” residuos conservados en las secuencias alineadas, “:” sustituciones 
conservativas, “.” sustituciones semiconservativas. El código de colores utilizado es: rojo 
(AVFPMILW), azul (DE), magenta (RHK), verde (STYHCNGQ). Los aminoácidos 
sombreados en amarillo (del 18 al 64 en la proteína MbdR) se corresponden con el dominio 
característico de unión a DNA de los reguladores de la familia TetR (Pfam00440); dentro de 
esta región de la proteína se señalan las hélices α2 y α3 que constituyen el dominio hélice-
giro-hélice (HTH). B) Modelo 3D parcial de la proteína MbdR desde el aa 18 al 158, que 
aparecen señalados entre corchetes en el panel A). La aplicación 3D-Jigsaw (ver la sección 
correspondiente de Materiales y Métodos) ha construido el modelo a partir de la estructura 
del regulador AcrR de E. coli (PDB 2QOP; Li et al., 2008). La región de unión a DNA propia 
de los reguladores de la familia TetR aparece representada en amarillo. El resto de la 
proteína que ha sido incluido en el modelo aparece coloreado en verde (α4-α6). 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
escasa similitud de secuencia del extremo carboxilo-terminal de la proteína MbdR con la 
correspondiente de la proteína AcrR. Según el modelo, la proteína presenta tres hélices 
alfa localizadas en el extremo amino-terminal que conforman el dominio de interacción 
con DNA, en el cual se localiza la región HTH que contiene las hélices α2 y α3 que 
interactúan directamente con el DNA (Yu et al., 2010). El resto de la proteína que se 
incluye en el modelo se organiza en tres hélices α dispuestas de forma antiparalela. 
6.2.2. Clonación y purificación de la proteína MbdR 
El gen mbdR se clonó en los vectores pCK01 y pET-29a, dando lugar a las 
construcciones pCKmbdR y pETmbdR (Figura 24). El plásmido pCKmbdR contiene el 
gen mbdR bajo el control del promotor Plac y es un vector de expresión cuyo origen de 
replicación y resistencia antibiótica es compatible con los plásmidos derivados de 
pIZ1016 (pIZPO y pIZPB1), lo que permite su utilización en los experimentos in vivo de 
control de la fusión traduccional PB1::lacZ (ver más adelante). El plásmido pETmbdR se 
empleó como vector de hiperexpresión y purificación, puesto que introduce seis 
histidinas en el extremo carboxilo-terminal de MbdR, permitiendo su purificación 
mediante un solo paso de cromatografía de afinidad en columnas de níquel. 
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Figura 24. Representación esquemática de la clonación del gen mbdR en los vectores 
de expresión pCK01 y pET-29a. El gen mbdR fue amplificado mediante PCR a partir de 
DNA genómico de Azoarcus sp. CIB, empleando los oligonucleótidos: (1) mbdR SalI 5´, (2) 
mbdR PstI 3´, (3) mbdR NdeI 5´ y (4) mbdR XhoI 3´. Las secuencias de los oligonucleótidos 
se muestran en la Tabla 5. Las abreviaturas indicadas en el esquema son : Plac (promotor 
lac), PT7 (promotor del gen 10 del bacteriófago T7), lacZα (fragmento que codifica la 
subunidad α de la β-galactosidasa), KmR (gen que confiere resitencia a la kanamicina), CmR 
(gen que confiere resistencia al cloranfenicol), lacIQ (gen que codifica el represor LacI del 
operón lac), ori f1 (origen de replicación del bacteriófago F1), ori(pSC01) (origen de 
replicación del plásmido pSC101), ori(pBR322) (origen de replicación de la familia de 
plásmidos derivados de pBR322), MCS (Multiple Cloning Site de los diferentes plásmidos). 
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Figura 25. Purificación de la proteína 
MbdR-His6 a partir de extractos de E. coli 
BL21 (DE3) (pETmbdR). Gel SDS-PAGE 
(12.5%) en el que se analizó la proteína 
purificada mediante el método descrito en la 
sección correspondiente de Materiales y 
métodos. Las calles M se corresponden con 
los marcadores de masa molecular Broad 
Range de BioRad. En el lado izquierdo de la 
imagen se detallan los tamaños de los 
marcadores (en kDa). En la calle 1 se muestra 
un extracto control (12 μg proteína total) de la 
cepa E. coli BL21 (DE3) pET-29a. En la calle 
2 se muestra un extracto (8 μg proteína total) 
de la cepa E. coli BL21 (DE3) (pETmbdR) en 
condiciones de hiperproducción de la proteína 
MbdR-His6. La calle 3 muestra la proteína 
MbdR-His6 purificada (3.3 μg), cuya posición 
en el gel se señala con una flecha. 
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Figura 26. Estudio del estado oligomérico del regulador MbdR. A) Análisis mediante 
velocidad de sedimentación de la proteína purificada MbdR-His6. Se representa el perfil 
de distribución de concentraciones (eje de ordenadas) frente al coeficiente de sedimentación 
(eje de abscisas). No se observaron variaciones en el coeficiente de sedimentación (2.9 S) 
con la concentración de proteína en los rangos de concentraciones analizados (de 11 a 46 
μM). También aparece indicado el índice de fricción f/f0 determinado. 
B) Análisis mediante equilibrio de sedimentación de la proteína purificada MbdR-His6. 
Gradiente en equilibrio de sedimentación de la proteína MbdR-His6. Se representa la A280 
frente al radio (cm). Los círculos rellenos en gris representan las medidas realizadas, la línea 
continua representa el gradiente teórico correspondiente con un dímero de la proteína y la 
línea discontinua representa el gradiente teórico para un monómero. 
Los detalles experimentales de los estudios de velocidad y equilibrio de sedimentación se 
indican en el apartado 8 de Materiales y Métodos. 
 
 
 
 
 
 
 
La proteína MbdR-His6 (223 aa) tiene una masa molecular de 24.9 kDa y su 
purificación se realizó a partir de cultivos de la cepa E. coli BL21 (DE3) (pETmbdR) 
(Figura 25), tal y como se detalla en el apartado 5.2.2 de Materiales y Métodos la proteína 
MbdR purificada (5 mg/ml) presentó una vida media superior a los seis meses 
almacenada a 4ºC. 
6.2.3. Determinación de la estructura nativa del regulador MbdR 
La técnica seleccionada para el estudio del estado oligomérico de la proteína 
MbdR fue la ultracentrifugación analítica. Para ello se realizaron experimentos de 
velocidad de sedimentación y de equilibrio de sedimentación con la proteína MbdR-
His6, tal y como se detalla en el apartado 8 de Materiales y Métodos. 
El coeficiente de sedimentación calculado es de 2.9 S. El índice de fricción f/f0 
posee un valor de 1.46 que indica que se trata de una proteína ligeramente elongada. Los 
resultados obtenidos en equilibrio de sedimentación mostraron especies compatibles 
con un estado de asociación dimérico en solución para la proteína MbdR-His6 (Figura 
26).  
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Figura 27. Análisis in silico de las regiones promotoras PO y PB1. A) Esquema ampliado 
de las regiones promotoras PO y PB1. Recuadradas en verde aparecen las cajas -10 y -35 de 
ambos promotores. El punto de inicio de la transcripción aparece marcado en naranja y 
subrayado. Las secuencias palindrómicas detectadas en los promotores aparecen 
recuadradas en azul y su orientación señalada por una flecha del mismo color. B) Esquema 
comparativo de las regiones palindrómicas halladas en los promotores divergentes del 
cluster mbd y de la región comprendida entre ellas. Las cajas palindrómicas aparecen 
recuadradas en azul y su orientación señalada por una flecha del mismo color, las bases 
conservadas se señalan con un asterisco y las bases situadas fuera de las cajas, y que 
extienden el palíndromo, están señaladas por triángulos rojos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.3. Estudios sobre la interacción del regulador MbdR 
con los promotores PO y PB1 
6.3.1. Análisis in silico de los promotores PO y PB1 
El estudio detallado de la secuencia de los promotores divergentes PO y PB1 del 
cluster mbd reveló la presencia de una secuencia palindrómica, ATAC-10 pb-GTAT, 
conservada en ambos. Entre las cajas palindrómicas conservadas, ATAC y GTAT, se 
localizan otros nucleótidos que extienden el palíndromo pero algunos de ellos no están 
conservados en los dos promotores (Figura 27). Cabe destacar que las cajas 
palindrómicas detectadas solapan con regiones imprescindibles para el inicio de la 
transcripción dependiente de la subunidad σ 70 de la RNA polimerasa. En el caso del 
promotor PO, la región palindrómica ocupa la región -10 y el punto de inicio de la 
transcripción, mientras que en el caso del promotor PB1 solapa con la caja -10 y se 
extiende hacia la caja -35. Dado que la posición de estas secuencias es compatible con la 
zona de reconocimiento del DNA por parte de un represor transcripcional, y que el gen 
mbdR codifica un represor específico en el cluster mbd, la secuencia ATAC-10 pb-GTAT 
parecía una buena candidata para ser considerada como la región operadora de la 
proteína MbdR en los promotores PO y PB1.  
A
ATGCGGTTGACAGCAACAAGATTTTGCTGTTAGATACTGGGCAGCTGGTATGTT
-35 -10 +1
PO
AGTCGTTGACACATACCAGCCAGCCGGTATATGGTAGCCGCATGTGGGGACCG
-35 -10 +1
PB1
B
ATACCAGCCAGCCGGTAT
Δ Δ
* * * * * *
Δ ΔΔ Δ
ATACTGGGCAGCTGGTAT
* * * * * *
Δ ΔΔ ΔΔ Δ
**** ****
**** ****
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6.3.2. Estudios in vitro de la interacción entre MbdR y los 
promotores PO y PB1 
Los promotores divergentes del cluster mbd se utilizaron para generar las sondas PO 
(271 pb, se extiende desde la posición -113 a +150 respecto al inicio de la transcripción) 
y PB1 (251 pb, se extiende desde la posición -100 a +143) (Figura 19C), empleadas en los 
experimentos de interacción in vitro con la proteína MbdR purificada. 
Mediante ensayos de retardo en gel se observaron complejos de unión entre las 
sondas empleadas y la proteína MbdR (Figura 28). La sonda PO es retardada en su 
totalidad a una concentración de MbdR de ~5 nM (Kd ~1.8 nM), mientras que la sonda 
PB1 es retardada a ~25 nM (Kd ~3.7 nM). De esta forma se confirmó la existencia de una 
interacción directa entre la proteína MbdR y los promotores objeto de estudio. El 
análisis de los ensayos de retardo en gel reveló la existencia de dos complejos de 
interacción. El complejo mayoritario y de mayor tamaño (complejo II) responde al 
aumento en la concentración de proteína de tal forma que el aumento de la cantidad de 
DNA unido a la proteína es proporcional a la disminución de la cantidad de sonda libre. 
El segundo complejo (complejo I) es minoritario, se localiza entre el complejo 
mayoritario y la sonda libre y desaparece cuando se alcanzan concentraciones de 
proteína que impiden la existencia de sonda libre.  
Figura 28. Ensayo in vitro de interacción de la proteína MbdR con los promotores PO y 
PB1. Ensayos de retardo en gel en los que se empleó la proteína MbdR-His6 purificada y la 
sonda PO (271 pb), que contiene al promotor PO (panel A), y la sonda PB1 (251 pb), que 
contiene al promotor PB1 (panel B), según se detalla en el apartado 7.2 de Materiales y 
Métodos. Las calles de los geles aparecen rotuladas con la concentración (nM) de proteína 
MbdR-His6 purificada que se ha añadido a cada una de las reacciones de retardo. Las calles 
rotuladas con un signo “-” corresponden a reacciones control de retardo, a las que no se les 
ha añadido proteína  MbdR-His6. Las sondas PO y PB1 y los complejos MbdR-PO y MbdR-PB1 
se señalan con flechas a la izquierda y derecha de las imágenes, respectivamente. 
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Figura 29. Ensayo de protección frente a la digestión por DNasa I de la proteína 
MbdR sobre los promotores PO y PB1 en prsencia de 3-metilbenzoil-CoA. En cada 
ensayo se ha empleado la sonda correspondiente (PO para el estudio del promotor PO; 
PB1 para el promotor PB1). En las calles marcadas como A+G se han cargado las 
correspondientes reacciones de secuenciación de las sondas según el método de Maxam 
y Gilbert, llevadas a cabo tal y como se indica en el apartado 7.3 de Materiales y 
Métodos. Los números localizados sobre cada una de las calles indican la concentración 
(nM) de proteína MbdR-His6 empleada para cada ensayo. Las calles marcadas con el 
signo “-” indican reacciones a las que no se les ha adicionado proteína MbdR. En las 
calles situadas más a la derecha de cada panel se ha añadido 3-metilbenzoil-CoA (250 
μM). A la izquierda de cada panel se indica la secuencia del promotor, incluyendo las 
cajas -10/-35 y el punto de inicio de la transcripción. Las cajas azules señalan las 
secuencias palindrómicas conservadas detectadas en los promotores y las flechas azules 
la orientación de dichas cajas. El recuadro sombreado en naranja indica la reacción 
protegida frente a la digestión por DNasa I. Las flechas naranjas indican regiones de 
hipersensibilidad frente a la digestión por Dnasa I. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Con el objetivo de profundizar en el estudio de la interacción existente entre el 
regulador MbdR y los promotores PO y PB1, se llevaron a cabo ensayos de protección 
frente a la digestión por DNasa I (ensayos de footprinting). Para ello se emplearon las 
sondas PO y PB1 así como la proteína MbdR purificada (MbdR-His6) (Figura 29; PO panel 
izquierdo, calles A a G; PB1, panel derecho, calles A a F). La huella de protección frente a 
la digestión que se observó en el promotor PO se extiende entre las bases +18 y -16 e 
implica también una banda de hipersensibilidad a la digestión en la posición -18. Por 
otro lado en el promotor PB1 se detecta una región de protección entre las posiciones -4 
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y -34 y una banda de hipersensibilidad a la digestión en la posición -37. Las zonas de 
protección engloban a las secuencias palindrómicas identificadas durante el análisis in 
silico de los promotores, y su posición es solapante con la caja -10 y el punto de inicio de 
la transcripción (promotor PO) o con las cajas -10 y -35 (promotor PB1). Estas huellas de 
protección son compatibles con la hipótesis de que MbdR sea un represor de la 
transcripción que impida la correcta unión de la RNA polimerasa a los promotores. 
Todos estos resultados corroboran la existencia de una interacción específica 
entre la proteína MbdR y los promotores PO y PB1. 
6.4. Identificación del inductor específico de la proteína 
MbdR 
Los resultados presentados en los apartados anteriores demuestran que el represor 
transcripcional MbdR controla la expresión de los dos operones divergentes del cluster 
mbd. La identificación de la molécula que actúa como inductor específico del regulador 
transcripcional se planteó como el siguiente objetivo. 
6.4.1. Estudio in vivo de la inducción del promotor PB1 por 3-
metilbenzoil-CoA 
Como primer paso para la identificación del inductor de los genes catabólicos del 
cluster mbd se analizó la expresión de la fusión traduccional PB1::lacZ en una cepa 
hospedadora portadora del gen regulador mbdR e incapaz de metabolizar el 3MBz. Para 
ello se evaluó la actividad β-galactosidasa en células de E. coli MC4100 (pIZPB1, 
pCKmbdR) cultivadas anaeróbicamente en medio mínimo con glicerol como fuente de 
carbono. Como se muestra en la Figura 30A, la presencia del gen mbdR reducía 
significativamente la actividad del promotor PB1, confirmando su función como represor 
transcripcional. Por otro lado, la adición de 3MBz al medio de cultivo no alteraba 
significativamente la represión que el regulador MbdR ejercía sobre la fusión PB1::lacZ 
(Figura 30A), lo que suponía que el 3MBz, sustrato de la ruta mbd, no era capaz de 
actuar como inductor del promotor PB1. 
En una segunda aproximación se estudió si el intermediario central de la ruta 
mbd, el 3-metilbenzoil-CoA, producto de la activación del 3MBz y compuesto final que 
se genera en la ruta periférica de degradación de m-xileno, tenía actividad inductora 
sobre el sistema MbdR-PB1. Para ello se construyó la cepa E. coli MC4100 (pIZPB1, 
pCKmbdR, pUCmbdA) que porta la fusión traduccional PB1::lacZ, expresa el regulador 
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MbdR y además es capaz de producir 3-metilbenzoil-CoA en presencia de 3MBz gracias 
a la acción de la 3MBz-CoA ligasa codificada por el gen mbdA. 
Los cultivos anaeróbicos de la cepa E. coli MC4100 (pIZPB1, pCKmbdR, 
pUCmbdA) sólo mostraron una disminución significativa en la represión del promotor 
PB1 cuando se añadía 3MBz al medio de cultivo (Figura 30B). Este resultado sugería que 
el 3-metilbenzoil-CoA formado a partir del 3MBz añadido al medio de cultivo de células 
de E. coli que expresan el gen mbdA, es el responsable de la activación (por cese de la 
represión) del promotor PB1. El hecho de que no se restaure totalmente la actividad β-
galactosidasa observada en ausencia del gen regulador probablemente se deba a la dosis 
multicopia del gen mbdR en el sistema de estudio.  
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Figura 30. Control de la fusión traduccional PB1::lacZ en E. coli. Las células E. coli 
MC4100 (pIZPB1, pCKmbdR) (panel A) y E. coli MC4100 (pIZPB1, pCKmbdR, pUCmbdA) 
(panel B) y la cepa control E. coli MC4100 (pIZPB1, pCK01) (paneles A y B),  utilizadas en 
los ensayos de actividad β-galactosidasa, se obtuvieron a partir de cultivos anaeróbicos 
en medio mínimo M63 empleando glicerol 30 mM como fuente de carbono. La fusión 
traduccional PB1::lacZ se encuentra incluida en el plásmido pIZPB1. El gen regulador 
mbdR se expresa a partir del promotor Plac en la construcción pCKmbdR. La actividad 
3MBz-CoA ligasa está codificada por el gen mbdA, que se expresa en la construcción 
pUCmbdA bajo el control del promotor Plac. Dado que el gen regulador lacIQ está 
incluido en pIZPB1, se ha añadido IPTG 0.5 mM a los cultivos para permitir la expresión 
de las proteínas MbdR y MbdA. Las barras corresponden con la actividad del promotor 
PB1 en ausencia de MbdR (rayado), en presencia de MbdR (negro), y en presencia de 
MbdR y 3MBz (blanco). Se representa el tanto por ciento de actividad β-galactosidasa 
respecto al valor máximo obtenido (~4000 U. Miller). Los datos mostrados son el 
resultado de un experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres experimentos 
separados e independientes y presentaron una desviación estándar inferior al 10%.  
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Figura 31. Expresión de la fusión PB1::lacZ en Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. 
CIBdmbdA. La figura muestra la actividad β-galactosidasa en las cepas Azoarcus sp. CIB 
(pIZPB1) (panel A) y Azoarcus sp. CIBdmbdA (pIZPB1) (panel B) cultivadas anaeróbicamente 
en medio mínimo MC complementado con ácido glutárico 7 mM y en presencia (barras 
blancas, +3MBz) o en ausencia (barras negras, -3MBz) de 3MBz 3 mM. La fusión 
traduccional PB1::lacZ se encuentra incluida en el plásmido pIZPB1. El gen mbdA se 
encuentra mutado en el cromosoma de Azoarcus sp. CIBdmbdA (Tabla 3). Los datos 
mostrados son el resultado de un experimento, los valores fueron reproducidos en tres 
experimentos separados e independientes y presentaron una desviación estándar inferior al 
10%. 
 
 
 
 
 
 
El siguiente paso consistió en evaluar la actividad β -galactosidasa de la fusión 
PB1::lacZ en una cepa mutante de Azoarcus sp. CIB que contiene el gen mbdA inactivo. 
Para ello se introdujo mediante electroporación la construcción pIZPB1 en Azoarcus sp. 
CIBdmbdA (Tabla 3). Las cepas Azoarcus sp. CIB (pIZPB1) y Azoarcus sp. CIBdmbdA 
(pIZPB1) se cultivaron anaeróbicamente en presencia o ausencia de 3MBz. En la Figura 
31 se puede observar que en presencia de 3MBz (condiciones de inducción) la actividad 
β-galactosidasa de la cepa Azoarcus sp. CIBdmbdA (pIZPB1) es sensiblemente inferior a la 
observada en la cepa parental Azoarcus sp. CIB (pIZPB1). A pesar de la mutación 
presente en el gen mbdA se sigue apreciando un nivel detectable de cese de la represión, 
que podría deberse a que estamos trabajando en un sistema en el que el promotor se 
encuentra en multicopia, a la expresión de otras enzimas con capacidad CoA ligasa que 
no permitirían la producción de suficiente 3-metilbenzoil-CoA como para crecer 
anaeróbicamente en 3MBz pero sí como para permitir la expresión de PB1 en el sistema 
de estudio, o a que la mutación del gen mbdA revierte en algunas células de la población 
y se regenera el gen mbdA activo. 
Todos estos resultados sugieren que el 3-metilbenzoil-CoA es el inductor 
específico de la proteína MbdR que permite la expresión de los genes mbd.  
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6.4.2. Estudio in vitro de la inducción de los promotores PO y PB1 
por 3-metilbenzoil-CoA 
Para confirmar la identidad del inductor específico del cluster mbd se realizaron 
experimentos in vitro de interacción entre la proteína MbdR y los promotores PO y PB1 en 
presencia de 3-metilbenzoil-CoA. 
Para evaluar la interacción existente entre la proteína MbdR purificada (MbdR-
His6) y el inductor 3-metilbenzoil-CoA se llevaron a cabo experimentos de retardo en 
gel con las sondas de los promotores PO y PB1 (Figura 32A). Se pudo observar que la 
formación de los complejos de retardo MbdR-PO y MbdR-PB1 disminuye a medida que 
se incrementa la concentración de 3-metilbenzoil-CoA y dejan de observarse a una 
concentración de 3- metilbenzoil-CoA de 250 μM (Kd ~55 μM), lo que indica que existe 
una interacción entre el 3-metilbenzoil-CoA y el regulador MbdR que impide la unión 
de éste a los promotores PO y PB1.  
Figura 32. Ensayo in vitro de unión de la proteína MbdR a los promotores PO y PB1 en 
presencia de 3-metilbenzoil-CoA y otros compuestos. A) Ensayos de retardo en gel de la 
proteína MbdR-His6 purificada con las sondas PO (panel izquierdo) y PB1 (panel derecho). 
Calles  “-”, sondas en ausencia de regulador. En el resto de calles se ha añadido proteína 
MbdR-His6 a una concentración de 30 nM. Sobre cada calle se muestra la concentración (en 
μM) de 3-metilbenzoil-CoA que se ha adicionado. B) Ensayo de retardo en gel con la 
proteína MbdR-His6 sobre la sonda PO en presencia de diferentes compuestos aromáticos. 
Calle “-”, sonda PO en ausencia de proteína. En las calles A-F se adicionó proteína MbdR-
His6 (20 nM). Las calles B-F se complementaron con diferentes compuestos: B, 3-
metilbenzoil-CoA 250 μM; C, benzoil-CoA 2 mM; D, fenilacetil-CoA 2 mM; E, 3MBz 2 mM; F, 
3MBz 2 mM + CoA 2 mM. 
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Para comprobar si la inducción por parte del 3-metilbenzoil-CoA sobre MbdR era 
específica o si, en cambio, podía ser ejercida por otros derivados CoA de compuestos 
aromáticos análogos, se analizó la formación del complejo MbdR-PO en ensayos de 
retardo en gel a los que se añadieron benzoil-CoA y fenilacetil-CoA (ambos disponibles 
comercialmente) (Figura 32B). En estos ensayos se evidenció que ninguno de estos 
análogos (a concentraciones de 2 mM) era capaz de impedir la formación del complejo 
MbdR-PO. Por otro lado, ni el 3MBz ni el CoA por separado, o cuando ambos están 
presentes a la vez en la reacción de retardo, son capaces de impedir la formación del 
complejo de retardo. Todos estos resultados demuestran la especificidad como inductor 
del 3-metilbenzoil-CoA. 
Dado que mediante experimentos de protección frente a la digestión por DNasa I 
(ensayos de footprinting) se había identificado la región operadora de la proteína MbdR en 
los promotores PO y PB1, se procedió a reproducir dichos experimentos añadiendo 3-
metilbenzoil-CoA (Figura 29; PO panel izquierdo, calle H; PB1, panel derecho, calle G). 
En estos ensayos se observó que la huella de protección debida a la proteína MbdR 
desaparecía en presencia de 3-metilbenzoil-CoA, recuperándose el patrón de digestión 
observado en las sondas control, lo que confirmaba la ausencia de interacción entre 
MbdR y los promotores PO y PB1 en presencia del inductor 3-metilbenzoil-CoA. 
Con el fin de complementar el estudio de la represión ejercida por MbdR sobre 
los promotores PO y PB1, así como el efecto inductor del 3-metilbenzoil-CoA, se 
realizaron experimentos de transcripción in vitro. Para ello, se emplearon la proteína 
MbdR purificada (MbdR-His6), la RNA polimerasa de E. coli y, como DNA molde para 
la transcripción las construcciones pJCDPO y pJCDPB1, que contienen los promotores 
PO y PB1, respectivamente, clonados como fragmentos EcoRI/ScaI en el vector pJCD 
(Tabla 4). En la Figura 33A se puede observar que la cantidad de transcrito del tamaño 
esperado que se genera a partir de PO y PB1 disminuye tras la adición de MbdR, y que al 
añadir concentraciones crecientes de 3-metilbenzoil-CoA a la mezcla de reacción, la 
actividad de los promotores PO y PB1 se recupera. Estos resultados revelan que es posible 
observar in vitro el efecto inductor del 3-metilbenzoil-CoA sobre la acción represora de 
MbdR en los promotores PO y PB1. Además, se comprobó que la adición de otros 
compuestos, como benzoil-CoA, fenilacetil-CoA, 3MBz y CoA, en la reacción de 
transcripción in vitro no implicaba un efecto inductor similar al detectado al añadir 3-
metilbenzoil-CoA, confirmando la especificidad de dicha inducción (Figura 33B). 
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Figura 33. Efecto in vitro de la proteína MbdR y el 3-metilbenzoil-CoA sobre la 
actividad de los promotores PO y PB1. Se llevaron a cabo reacciones de transcripción in 
vitro  en las que se utilizaron como molde los plásmidos pJCDPO y pJCDPB1, que contienen 
los promotores PO y PB1, los cuales generan transcritos de 227 y 224 nt, respectivamente. 
Las reacciones se llevaron a cabo adicionando RNA polimerasa de E. coli 30 nM, tal y como 
se indica en el apartado 6.3 de Materiales y Métodos,. Las calles marcadas con el signo “-” 
son reacciones control a las que no se ha adicionado proteína MbdR. Al resto de las 
reacciones se les ha añadido MbdR-His6 100 nM. A) Efecto de concentraciones crecientes 
de 3-metilbenzoil-CoA sobre la represión de la transcripción ejercida por MbdR sobre PO 
(panel izquierdo) y PB1 (panel derecho). Sobre cada calle se indica la concentración de 
inductor añadida (en μM. B) Efecto de diferentes compuestos sobre la represión de la 
transcripción ejercida por MbdR sobre PB1: A, sin efector; B, 3-metilbenzoil-CoA 10 μM; C, 
3MBz 1 mM + CoA 1 mM; D, benzoil-CoA 1 mM; E, fenilacetil-CoA 1 mM; F, CoA 1 mM. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
7. Estudio de los promotores que controlan los elementos 
reguladores en el cluster mbd 
7.1. Identificación y clonación de los promotores PA y P3R 
Los resultados reflejados en los apartados anteriores permitieron caracterizar la 
regulación de los promotores divergentes PO y PB1. En este sistema regulador, la proteína 
MbdR y el inductor 3-metilbenzoil-CoA poseen un papel fundamental. Dado que el gen 
mbdR no está controlado por ninguno de los promotores divergentes PO y PB1, se 
procedió a identificar su propio promotor (P3R). Por otro lado, el inductor 3-
metilbenzoil-CoA es producido a partir de 3MBz como producto de la catálisis del 
producto proteico del gen mbdA, localizado al final del operón controlado por el 
promotor PB1. No obstante, el espacio intergénico existente entre los genes mbdB5 y 
mbdA (231 pb, Tabla 6) podría albergar un promotor adicional específico para el gen 
mbdA, que controlaría los niveles de 3-metilbenzoil-CoA necesarios para inducir la 
expresión de los genes del cluster mbd. Al posible promotor adicional del gen mbdA se le 
denominó PA. 
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Figura 34. Comparativa de las cajas operadoras 
de MbdR en los promotores PO y PB1 con 
secuencias palindrómicas similares detectadas 
en los promotores PA y P3R. Las cajas 
palindrómicas aparecen recuadradas en azul y su 
orientación señalada por una flecha del mismo 
color. Los nucleótidos no conservados en las cajas 
de los promotores PA y P3R se muestran sombreados 
en azul. Los nucleótidos que extienden las cajas 
palindrómicas en cada uno de los promotores se 
señalan con triángulos rojos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Cuando se realizó un análisis de la secuencia de nucleótidos de la región 
intergénica mbdB5-mbdA y del promotor P3R se observó la presencia de sendos pares de 
secuencias palindrómicas similares a las reconocidas por la proteína MbdR en los 
promotores PO y PB1 (Figura 34), lo que sugería la implicación de los hipotéticos 
promotores PA y P3R en el circuito regulador controlado por MbdR.  
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Figura 35 (página anterior). Esquema de la estrategia empleada para la construcción de 
las fusiones traduccionales PA::lacZ y P3R::lacZ. Las regiones intergénicas mbdB5-
mbdA y tdiR-mbdR se amplificaron mediante PCR. Los oligonucleótidos empleados fueron: 
(1) Intergénica mbdB5-mbdA KpnI 5´, (2) Intergénica mbdB5-mbdA XbaI 3´.2, (3) PmbdR 
KpnI 5´ y (4) PmbdR XbaI 3´. Estos cebadores introducen dianas de restricción KpnI y XbaI 
en los extremos 5´ y 3´ del fragmento amplificado, de tal forma que la diana XbaI de ambos 
fragmentos permite generar una fusión traduccional de los primeros 3 nt de los genes 
estructurales mbdA y mbdR con el gen testigo lacZ en el vector de búsqueda de promotores 
pSJ3. Las fusiones traduccionales se subclonaron como fragmentos KpnI-HindIII de 
aproximadamente 3.3 kb (PA::lacZ) y 3.5 kb (P3R::lacZ) en el vector de amplio rango de 
hospedador pIZ1016. Las regiones intergénicas clonadas se representan en color gris, los 
promotores PA (rojo) y P3R (negro) con flechas curvadas, los genes responsables de las 
resistencias a antibióticos (ApR, GmR) y del represor del promotor lac (lacIQ) con flechas 
blancas. El gen lacZ se representa con un flecha azul, los orígenes de replicación ori(pUC) 
y ori(pBBR1) con rectángulos rayados y el de movilización de los plásmidos (mob) con 
flechas rayadas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las regiones intergénicas mbdB5-mbdA y tdiR-mbdR se amplificaron por PCR 
incluyendo los codones de inicio de los genes mbdA y mbdR, y se clonaron en el vector 
de búsqueda de promotores pSJ3, dando lugar a las construcciones pSJ3PA (PA::lacZ) y 
pSJ3P3R (P3R::lacZ), respectivamente (Tabla 4). Dado que el vector pSJ3 no es capaz de 
replicar en Azoarcus sp. CIB, se procedió a subclonar las fusiones traduccionales PA::lacZ 
y P3R::lacZ en el plásmido de amplio rango de hospedador pIZ1016, de forma que el 
promotor Ptac de dicho plásmido es delecionado y sustituido por la fusión traduccional. 
En la Figura 35 se esquematiza la estrategia seguida para la construcción de los 
plásmidos pSJ3PA, pSJ3P3R, pIZPA y pIZP3R. 
7.2. Caracterización del promotor catabólico PA 
7.2.1. Estudios in vivo del promotor PA 
Los ensayos de actividad β-galactosidasa llevados a cabo con la cepa E. coli 
MC4100 (pIZPA) en medio mínimo M63 confirmaron la existencia de un promotor en 
la región intergénica mbdB5-mbdA (~150 Unidades Miller), aunque los bajos niveles de 
actividad detectados sugieren que PA es un promotor débil. 
Una vez corroborada la existencia del promotor PA, se procedió a determinar el 
sitio de inicio de la transcripción mediante el protocolo de extensión por cebador (primer 
extension). Para ello se extrajo RNA de células de Azoarcus sp. CIB (pIZPA) cultivadas 
anaeróbicamente en medio mínimo complmentado con benzoato o con 3MBz como 
únicas fuentes de carbono. 
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Figura 36. A) Determinación del punto de inicio de la transcripción en el promotor PA. 
El RNA total se extrae a partir de células de Azoarcus sp. CIB (pIZPA) cultivadas 
anaeróbicamente en medio MC con 3MBz (3 mM) o benzoato (3 mM) como únicas fuentes 
de carbono. El tamaño de los productos de la extensión se determinó por comparación con 
el patrón de secuenciación del promotor PA (calles A, T, C, G). Las calles marcadas como 
3M y B muestran los productos de extensión a partir de los cultivos en los que se empleó 
3MBz o benzoato como fuente de carbono, respectivamente. La banda correspondiente al 
producto de extensión aparece señalada con una flecha naranja. Tanto para realizar la 
reacción de extensión como para la reacción de secuenciación se empleó el oligonucleótido 
PmbdA EcoRI 3´ (Tabla 5). A la izquierda de la imagen se muestra la secuencia de la región 
en la que se encuentra el punto de inicio de la transcripción (círculo naranja). La secuencia 
mostrada se corresponde con la hebra no codificante. 
B) Secuencia de la región -10/-35 y del inicio de la transcripción en el promotor PA. 
Las cajas -10 y -35 del promotor PA aparecen recuadradas en verde. El sitio de inicio de la 
transcripción (+1) se detalla subrayado en verde en la hebra codificante. 
C) Secuencia de la región promotora PA. Se mantiene el código de colores del panel B) 
para las cajas -10/-35 y el punto de inicio de la transcripción. El codón de inicio del gen 
mbdA aparece señalado en verde claro, y la secuencia RBS reconocida por los ribosomas 
se ha recuadrado con una línea negra discontinua. El codón stop del gen mbdB5 aparece 
sombreado en rojo. Las cajas palindrómicas presuntamente reconocidas por la proteína 
MbdR se muestran recuadradas en azul y su orientación señalada por flechas del mismo 
color.  
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La identificación del sitio de inicio de la transcripción (Figura 36A) permitió 
proponer las cajas de interacción con la subunidad σ70 de la RNA polimerasa (ver Figura 
36B). Las secuencias -10 y -35 del promotor PA están separadas entre sí por 18 nt y 
difieren en tres nucleótidos de las secuencias consenso TATAAT (-10) y TTGACA (-
35) (Dombroski, 1997). En la Figura 36C se puede observar un esquema de la región 
intergénica mbdB5-mbdA en la que se detalla la posición relativa del promotor PA, así 
como la de la posible región operadora para el reconocimiento de MbdR.  
7.2.2. Estudio in vitro de la interacción entre MbdR y PA 
Con el objetivo de profundizar en la posible regulación del promotor PA por parte 
de MbdR se realizaron experimentos de interacción proteína-DNA in vitro. Mediante 
experimentos de retardo en gel se observó la formación de complejos de retardo MbdR-
PA en condiciones similares a las observadas para PO y PB1 (Figura 37A). Así, la sonda PA 
se retarda en presencia de MbdR a una concentración de ~25 nM (Kd ~5.9 nM) (Figura 
37A) y no se forma el complejo de retardo cuando a la mezcla de reacción se añade 3-
metilbenzoil-CoA (Figura 37B). 
La realización de experimentos de protección frente a la digestión por DNasa I 
corroboraron los resultados observados en los experimentos de retardo en gel. (Figura 
37C). La proteína MbdR genera una huella específica de protección frente a la digestión 
en el promotor PA. Dentro de la zona protegida se encuentran las cajas operadoras de 
MbdR postuladas tras el análisis de la secuencia del promotor. Además, se observó la 
recuperación del patrón de digestión en las zonas protegidas por MbdR al añadir 3-
metilbenzoil-CoA a las mezclas de reacción (Figura 37C), lo que indica la ausencia de 
interacción entre MbdR y PA en presencia del inductor 3-metilbenzoil-CoA. 
Todos estos resultados del análisis in vitro sugieren que el promotor PA está 
controlado por el represor MbdR, y que el 3-metilbenzoil-CoA es la molécula que 
impide la formación del complejo MbdR-PA. 
7.2.3. Papel de los promotores PB1 y PA en la expresión del gen 
mbdA en Azoarcus sp. CIB 
Los resultados mostrados en los apartados anteriores indican que el gen mbdA se 
transcribe a partir de los promotores PB1 y PA en el catabolismo anaeróbico de 3MBz. 
Para comprobar si Azoarcus sp. CIB era capaz de crecer anaeróbicamente en 3MBz 
cuando la transcripción a partir del promotor PB1 se encuentra interrumpida, se procedió  
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Figura 37. Ensayos in vitro de interacción entre la proteína MbdR y el promotor PA. 
A) Ensayo de retardo en gel de la sonda PA (225 pb) en presencia de un gradiente de 
concentración de la proteína MbdR-His6. Calle “-”, sonda PA en ausencia de proteína. Sobre 
el resto de calles aparece reflejada la concentración de MbdR-His6 (en nM) empleada en 
cada reacción de retardo. 
B) Ensayo de retardo en gel en el que se muestra el efecto que tiene la adición de 3-
metilbenzoil-CoA sobre la formación del complejo MbdR-PA. Calle “-”, sonda PA a la que no 
se le ha añadido MbdR-His6 purificada. Calles A y B, reacciones de retardo en las que se 
añadió  MbdR-His6 a una concentración de 25 nM.En la reacción de retardo de la calle B se 
añadió además 3-metilbenzoil-CoA 250 μM.  
C) Ensayo de protección frente a la digestión por DNAsa I de la interacción de la proteína 
MbdR con el promotor PA. En la calle marcada como A+G se ha cargado la reacción de 
secuenciación de la sonda según el método de Maxam y Gilbert, llevada a cabo tal y como 
se indica en el apartado 7.3 de Materiales y Métodos. Los números localizados sobre cada 
una de las calles indican la concentración (nM) de proteína MbdR-His6 empleada para cada 
ensayo. La calle marcada con el signo “-” indica una reacción a la que no se les ha 
adicionado proteína MbdR. En la calle situada más a la derecha del panel se ha añadido 3-
metilbenzoil-CoA 250 μM. A la izquierda del panel se indica la secuencia del promotor, 
incluyendo las cajas -10/-35 y el punto de inicio de la transcripción (señalados en color 
verde). Las cajas azules señalan las secuencias palindrómicas de interacción con MbdR 
detectadas en los promotores y las flechas azules la orientación de dichas cajas. El 
recuadro sombreado en naranja indica la región protegida por MbdR frente a la digestión 
por DNasa I. Las sondas PO y PB1 y los complejos MbdR-PO y MbdR-PB1 se señalan con 
flechas a la izquierda y derecha de las imágenes, respectivamente.  
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a la construcción de un mutante por inserción en el gen mbdB1. Para ello se siguió el 
esquema representado en la Figura 12. Se amplificó mediante PCR un fragmento interno 
del gen mbdB1 (728 pb) con los oligonucleótidos mbdB1mut EcoRI 5´ y mbdB1mut XbaI 
3´, que se clonó en el vector pK18mob. El plásmido resultante, pK18mbdB1 (Tabla 4), 
se introdujo en Azoarcus sp. CIB mediante conjugación biparental, de tal forma que 
mediante recombinación homóloga se generó la cepa mutante Azoarcus sp. CIBdmbdB1 
(Tabla 3). Esta cepa se mostró incapaz de crecer anaeróbicamente en medio mínimo 
empleando 3MBz como única fuente de carbono, pero en cambio era capaz de crecer 
empleando m-xileno, un compuesto que genera directamente 3-metilbenzoil-CoA en su 
degradación. Para dilucidar si el fenotipo observado se debía a un efecto sobre la 
expresión del gen mbdA, cuyo producto proteico es imprescindible para la activación del 
3MBz, o si por el contrario se debía a la inactivación del presunto sistema transportador 
de 3MBz codificado por los genes mbdB1-B5, se dispuso a complementar la cepa 
mutante con el plásmido pIZmbdA que expresa eficientemente el gen mbdA desde un 
promotor heterólogo (Tabla 4; Figura 13). Dado que la cepa Azoarcus sp. CIBdmbdB1 
(pIZmbdA) recuperó la capacidad de crecimiento anaeróbico en medio mínimo 
empleando 3MBz como única fuente de carbono, se pudo descartar que el 
transportador de tipo ABC codificado por los genes mbdB1-B5 fuera estrictamente 
necesario para el catabolismo anaeróbico del 3MBz (a las concentraciones de 3Mbz 
empleadas para el crecimiento rutinario en el laboratorio), y se puso en evidencia la 
importancia del promotor PB1 para una eficiente expresión del gen mbdA. 
7.3. Caracterización del promotor P3R que regula la 
expresión del gen mbdR 
7.3.1. Estudios in vivo del promotor P3R  
Como hemos comentado al inicio de este apartado, la región situada en posición 
5´ del gen mbdR se clonó como una fusión traduccional con el gen testigo lacZ, lo que 
dio lugar a la construcción pIZP3R (Figura 35). Para confirmar la existencia del promotor 
P3R en la región clonada se realizaron ensayos de actividad β-galactosidasa con células de 
E. coli DH10B (pIZP3R), en los que se observó una baja actividad promotora (~75 
Unidades Miller). 
Para determinar el punto de inicio de la transcripción controlada por el promotor 
P3R mediante el protocolo de extensión por cebador (primer extension) se procedió a 
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extraer RNA total a partir de células de Azoarcus sp. CIB (pIZP3R) cultivadas 
anaeróbicamente en medio mínimo suplementado con benzoato o con 3MBz como 
únicas fuentes de carbono. 
La identificación del sitio de inicio de la transcripción, que se encuentra situado a 
120 pb del codón de inicio del gen mbdR (Figura 38A), permitió proponer las cajas de 
interacción con la subunidad σ70 de la RNA polimerasa (Figura 38B). La región -35 del 
promotor P3R difiere en dos bases de la secuencia consenso TTGACA, mientras que la 
región -10 no muestra ninguna coincidencia con la secuencia consenso TATAAT 
(Dombroski, 1997). En la Figura 38C se puede observar un esquema de la región 
intergénica tdiR-mbdR en la que se detalla la posición relativa del promotor P3R, así como 
la de las presuntas cajas operadoras para el reconocimiento por parte de MbdR. A pesar 
de que en un primer momento sólo se había identificado la región operadora más 
conservada situada entre las cajas -10 y -35 (Figura 34), un análisis exhaustivo de la 
región más alejada del punto de inicio de la transcripción reveló la presencia de posibles 
secuencias operadoras adicionales, si bien menos conservadas, para la unión de MbdR. 
En los experimentos de extensión por cebador realizados tanto a partir de células 
cultivadas en benzoato como en 3MBz se observa formación de transcrito, si bien éste 
es ligeramente más abundante en 3MBz, lo que sugiere el carácter eminentemente 
constitutivo del promotor P3R, como ya se había observado en Azoarcus sp. CIB en los 
experimentos de expresión del gen mbdR mediante RT-PCR (Figura 18). 
7.3.2. Estudio in vitro de la interacción entre MbdR y P3R 
A pesar de que los resultados reflejados en los apartados anteriores parecían 
indicar que la actividad del promotor P3R era fundamentalmente constitutiva bajo las 
condiciones de estudio, la existencia de hipotéticas secuencias operadoras para MbdR en 
P3R nos hizo plantearnos si podríamos detectar in vitro una interacción entre MbdR y el 
promotor, que podría dar cuenta de la ligera inducción del promotor en 3MBz (Figura 
38A). El hecho de que la hipotética secuencia operadora para MbdR más conservada, la 
solapante con la caja -10, presentara sustituciones de algunos nucleótidos conservados 
en las cajas consenso (Figura 38C) podría indicar una interacción más débil entre MbdR 
y P3R que la observada con otros promotores del cluster mbd. 
Mediante ensayos de retardo en gel con una sonda en la que se incluye al 
promotor P3R y la proteína MbdR purificada (MbdR-His6), se observó la formación de 
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Figura 38. A) Determinación del punto de inicio de la transcripción en el promotor P3R. 
El RNA total se extrae a partir de células de Azoarcus sp. CIB (pIZP3R) cultivadas 
anaeróbicamente en medio MC con 3MBz (3 mM) o benzoato (3 mM) como únicas fuentes 
de carbono. El tamaño de los productos de la extensión se determinó por comparación con 
el patrón de secuenciación del promotor P3R (calles A, T, C, G). Las calles marcadas como 
3M y B muestran los productos de extensión a partir de los cultivos en los que se empleó 
3MBz o benzoato como fuente de carbono. La banda correspondiente al producto de 
extensión aparece señalada con una flecha naranja. Tanto para realizar la reacción de 
extensión como para la reacción de secuenciación del promotor P3R se empleó el 
oligonucleótido PmbdR EcoRI 3´, cuya secuencia se detalla en la Tabla 5. A la izquierda de 
la imagen se muestra la secuencia de la región en la que se encuentra el punto de inicio de 
la transcripción (círculo naranja). La secuencia mostrada se corresponde con la hebra no 
codificante. 
B) Secuencia de la región -10/-35 y del inicio de la transcripción en el promotor P3R . 
Las cajas -10 y -35 del promotor aparecen recuadradas en verde. El sitio de inicio de la 
transcripción (+1) se detalla subrayado en verde en la hebra codificante. 
C) Secuencia de la región 5´ del gen mbdR. Se mantiene el código de colores del panel 
B) para las cajas -10/-35 y el punto de inicio de la transcripción. El codón de inicio del gen 
mbdR aparece señalado en verde claro y la secuencia RBS reconocida por los ribosomas 
se ha recuadrado con una línea negra discontinua. Las cajas palindrómicas presuntamente 
reconocidas por la proteína MbdR se muestran recuadradas en azul, su orientación 
señalada por flechas del mismo color y la distancia que las separa se indican con una barra 
negra y se detalla su longitud en bases (b). Las bases que difieren de la secuencia 
consenso para la región operadora de MbdR en los promotores PO y PB1 aparecen 
sombreadas en azul. 
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Figura 39. Ensayos in vitro de interacción entre la proteína MbdR y el promotor P3R. A) 
Ensayo de retardo en gel de la sonda P3R (352 pb) en presencia de un gradiente de 
concentración de la proteína MbdR-His6. Las diferentes calles aparecen rotuladas con la 
concentración (μM) de proteína MbdR-His6 purificada que se ha añadido a cada una de 
ellas, salvo la marcada con un signo “-”, a la que no se le ha añadido proteína. La sonda P3R 
y los diferentes complejos MbdR-P3R se marcan con flechas negras. B) Ensayo de retardo 
en gel en el que se muestra el efecto que tiene la adición de 3-metilbenzoil-CoA sobre la 
formación de los complejos MbdR-P3R. Calle  “-”, sonda P3R a la que no se le ha añadido 
MbdR-His6 purificada. Calles A y B, reacciones de retardo a las que se les añadió MbdR-
His6 a una concentración de 0.5 μM. En la reacción de retardo de la calle B se añadió 
además 3-metilbenzoil-CoA 250 μM. 
 
 
 
 
 
 
 
múltiples complejos de retardo cuya masa molecular aumentaba conforme lo hacía la 
concentración de proteína MbdR empleada en el ensayo (Figura 39A). La concentración 
de proteína MbdR necesaria para que toda la sonda viera retardada su migración 
electroforética era de ~1 μM, significativamente superior a la observada para los otros 
promotores del cluster mbd (PO, ~5 nM; PB1, ~25 nM; PA, ~25 nM). Por otro lado, se 
observó una significativa reducción en la formación de los complejos de retardo cuando 
a la mezcla de reacción se añadía 3-metilbenzoil-CoA (Figura 39B), lo que sugiere que 
esta molécula impide la interacción entre MbdR y P3R. 
La detección de múltiples complejos de retardo MbdR-P3R (Figura 39) se 
correspondería con la existencia de distintas regiones operadoras para MbdR (Figura 
38C). Las tres regiones operadoras predichas difieren entre sí y respecto a la secuencia 
consenso deducida para MbdR en PO y PB1 (ATAC -10 pb-GTAT). Estas diferencias 
podrían ser la causa de la diferente afinidad del regulador por cada una de estas regiones 
operadoras, lo que daría cuenta de la formación de diferentes complejos de retardo 
según la concentración de proteína MbdR utilizada.  
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Figura 40. Expresión de la fusión PB1::lacZ en Azoarcus sp. CIB cultivado en 
diferentes fuentes de carbono más 3MBz. La figura muestra la actividad β-galactosidasa 
en la cepa Azoarcus sp. CIB (pIZPB1) cultivada anaeróbicamente en medio mínimo MC 
complementado con diferentes fuentes de carbono: Bz, benzoato 3mM; Ala, alanina 0,2%; 
Glt, glutarato 7 mM; Caa, casaminoácidos 0,4%; Pir, piruvato 0.2%; Ciclo, 
ciclohexanocarboxilato 3 mM; 3MBz 3mM. Las barras blancas representan cultivos en una 
de las fuentes de carbono mencionadas. La barra negra indica el cultivo en 3MBz. Las 
barras rayadas indican un cultivo en una de las fuentes de carbono, a la concentración 
reseñada, más 3MBz 3 mM. Los ensayos de actividad β-galactosidasa se realizaron tal y 
como se indica en el apartado 6.1.1 de Materiales y Métodos. Los datos mostrados son el 
resultado de un solo experimento, pero los valores fueron reproducidos en tres 
experimentos separados e independientes y presentaron una desviación estándar inferior al 
10%. 
 
 
 
 
 
 
 
8. Estudio de la regulación sobreimpuesta en el cluster mbd 
En la bibliografía científica aparecen ejemplos de bacterias anaerobias facultativas 
que poseen clusters génicos que además de mostrar una regulación transcripcional 
específica están sujetos a un nivel de regulación superior mediado por reguladores 
generales del metabolismo bacteriano (para revisión Carmona et al., 2009). Entre las 
múltiples señales externas que influyen sobre el metabolismo bacteriano a través de 
reguladores globales se destacan la presencia/ausencia de oxígeno y la represión por 
catabolito (apartado 2.2 de Introducción). Entre los reguladores relacionados con 
frecuencia con la modulación de este tipo de procesos se encuentran los de la familia 
Fnr/Crp (Green et al., 2001), alguno de cuyos miembros ya ha sido identificado en 
Azoarcus sp CIB (Durante-Rodríguez et al., 2006). 
8.1. Análisis de la represión catabólica sobre los 
promotores PB1 y P3R 
Una vez establecida la regulación específica del cluster mbd a través del sistema 
MbdR/3-metilbenzoil-CoA, se planteó detectar la existencia de una posible represión 
catabólica sobre la expresión de los genes mbd por parte de fuentes de carbono 
preferentes. 
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Figura 41. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos 
a partir del promotor P3R de Azoarcus sp. CIB. Las células de Azoarcus sp. CIB utilizadas 
para la extracción del RNA total se cultivaron en condiciones desnitrificantes hasta alcanzar 
la mitad de la fase exponencial de crecimiento empleando 3MBz 3 mM (calle 3M), piruvato 
0.2% (calle P) o una mezcla de 3MBz 3 mM y piruvato 0.2% (calle P+3M) como fuentes de 
carbono. La extracción de RNA y las reacciones de RT-PCR se realizaron tal y como se 
indican en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Los oligonucleótidos mbdR-A3 / mbdR-
A5 (Tabla 5) se emplearon para amplificar el cDNA. La calle M contiene DNA del fago ΦX-
174, digerido con la enzima de restricción HaeIII, como indicador de masa molecular. En el 
margen izquierdo de las imágenes de los geles se indican los tamaños de los marcadores 
(en pb).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Para tratar de determinar la existencia de represión catabólica sobre los genes mbd, 
se monitorizó la expresión de la fusión traduccional PB1::lacZ en la cepa Azoarcus sp. CIB 
(pIZPB1), cultivada anaeróbicamente en medio mínimo complementado con 3MBz más 
otros compuestos metabolizables por la bacteria. En la Figura 40 se muestran los 
resultados obtenidos. Podemos observar cómo compuestos como el piruvato, el 
ciclohexanocarboxilato y las mezclas que contienen todos los aminoácidos 
(casaminoácidos), ejercen represión catabólica. Por otro lado, el benzoato, la alanina y el 
ácido glutárico no ejercen una represión catabólica tan patente sobre la actividad del 
promotor PB1. 
Por otro lado, se analizó si el promotor P3R del gen regulador mbdR era también 
sensible a represión catabólica. Mediante experimentos de RT-PCR se comparó la 
actividad del promotor P3R en células de Azoarcus sp. CIB cultivadas en 3MBz, piruvato 
y una mezcla de ambos compuestos. Como podemos observar en la Figura 41, el 
piruvato no ejerce represión catabólica sobre la actividad del promotor P3R a pesar de 
que sí lo hace sobre el promotor catabólico PB1 (Figura 40).  
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8.2. Influencia del regulador global AcpR en la expresión 
de los promotores PO, PB1 y P3R 
La imposibilidad de Azoarcus sp. CIB para crecer aeróbicamente en 3MBz, junto al 
hecho de que otros clusters anaeróbicos relacionados con la degradación de compuestos 
aromáticos muestran una regulación dependiente de la presencia/ausencia de oxígeno, 
como ocurre por ejemplo con los clusters que codifican la ruta central del benzoil-CoA 
en R. palustris y Azoarcus sp. CIB (Egland et al., 1997; Peres y Harwood, 2006; Durante-
Rodríguez et al., 2006), planteó el interrogante de la existencia de un mecanismo de 
control similar que operara sobre el cluster mbd. 
Como se ha indicado en la Introducción, en Azoarcus sp. CIB se ha descrito la 
existencia de AcpR, una proteína ortóloga de Fnr (Durante-Rodríguez et al., 2006), que 
en condiciones anóxicas se comporta como un activador transcripcional imprescindible 
para que se produzca la transcripción de los genes bzd, codificantes de la ruta central del 
benzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB, a partir del promotor PN (Durante-Rodríguez et al., 
2006). Como un primer paso para detectar si la proteína AcpR podría estar implicada en 
el control del cluster mbd se procedió a cultivar anaeróbicamente la cepa mutante Azoarcus 
sp. CIBdacpR (Tabla 3; Durante-Rodríguez et al., 2006) en medio MC con 3MBz como 
única fuente de carbono. La cepa se mostró incapaz de crecer en 3MBz, pero cuando se 
complementó con la construcción pIZ-FNR* (Tabla 4), que expresa la proteína Fnr*, 
capaz de suplir el efecto activador de AcpR sobre PN tanto en experimentos in vivo como 
in vitro (Durante-Rodríguez et al., 2006), el fenotipo observado revirtió. Este resultado 
confirmaba la implicación del gen acpR en el metabolismo anaeróbico del 3-
metilbenzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB. 
Con el objetivo de analizar si la inactivación del gen acpR suponía un cambio en la 
actividad de los promotores del cluster mbd, se procedió a realizar experimentos de RT-
PCR para evaluar la transcripción de los promotores PO, PB1 y P3R en las cepas Azoarcus 
sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdacpR. En la Figura 42 se puede observar que la actividad de 
los promotores PO, PB1 y P3R disminuye en la cepa defectiva para el gen acpR. El análisis 
de la secuencia de los promotores PO, PB1 y P3R reveló la existencia de posibles regiones 
operadoras para la unión de AcpR. La secuencia palindrómica reconocida por Fnr es 
TTGATN4ATCAA (Spiro y Guest, 1990). En PO la secuencia TTGACAGCAACAA 
difiere en dos bases de la secuencia consenso y la separación entre ambas cajas 
palindrómicas es de tres bases en vez de cuatro. Por otro lado, en PB1 la secuencia 
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Figura 42. Electroforesis en geles de agarosa de los productos de RT-PCR obtenidos 
a partir de los promotores PO, PB1 y P3R en Azoarcus sp. CIB y Azoarcus sp. 
CIBdacpR. Las células de Azoarcus sp. CIB (wt) y Azoarcus sp. CIBdacpR (dacpR) 
utilizadas para la extracción del RNA total se cultivaron en condiciones desnitrificantes 
hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial de crecimiento empleando alanina 0.2% 
como fuente de carbono y en presencia de 3MBz (3 mM) como inductor de la expresión a 
partir de los promotores PO, PB1 y P3R. La extracción de RNA y las reacciones de RT-PCR 
se realizaron tal y como se indica en el apartado 3 de Materiales y Métodos. Los 
oligonucleótidos empleados para la amplificación de los productos de PCR fueron: PmbdO 
F1 / bcrB R2 (PO), PmbdB1 F1 / mbdB1 R1 (PB1) y mbdR-A3 / mbdR-A5 (P3R); su secuencia 
se detalla en la Tabla 5. Las calles M contienen DNA del fago ΦX-174, digerido con la 
enzima de restricción HaeIII, como indicador de masa molecular. En el margen izquierdo de 
las imágenes de los geles se indican los tamaños de los marcadores (en pb).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
TTGACACATACCAG difiere en tres posiciones respecto al consenso. En ambos 
promotores estas regiones se localizan entre las cajas -10 y -35 solapando con la caja -35 
(Figura 27). En el promotor P3R se localiza la secuencia TGGTTGTTGGCCAA
 
, que 
solapa con la caja -35 del promotor. En conjunto, todos estos resultados sugieren que el 
cluster mbd está sujeto a un control por oxígeno mediado por la proteína AcpR. 
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CTACTCAAAGCGCGGCGAGCGTTTTTCGAGGAATGCCGCGACAGCCTCCTCATGCTCGGA 60 
GATGAGTTTCGCGCCGCTCGCAAAAAGCTCCTTACGGCGCTGTCGGAGGAGTACGAGCCT 60 
  *  E  F  R  P  S  R  K  E  L  F  A  A  V  A  E  E  H  E  S    
           
AGTCTTGTGCGCTAGTGCTTGGTAGGTTGCTGAAAGCTCCAATAGGGACTCCAAGCGCAC 120 
TCAGAACACGCGATCACGAACCATCCAACGACTTTCGAGGTTATCCCTGAGGTTCGCGTG 120 
  T  K  H  A  L  A  Q  Y  T  A  S  L  E  L  L  S  E  L  R  V    
           
GTACTGCCCCTCCCGCAGAAGTCGTTTCGTCATACGTAGTGCAGGGCCAGGATTGCAAAC 180 
CATGACGGGGAGGGCGTCTTCAGCAAAGCAGTATGCATCACGTCCCGGTCCTAACGTTTG 180 
  Y  Q  G  E  R  L  L  R  K  T  M  R  L  A  P  G  P  N  C  V    
 
AATACGCTGGGCCAACTTGTTAGCCACATCCAGCAACTCCTCACCAGGCACTACACGAGA 240 
TTATGCGACCCGGTTGAACAATCGGTGTAGGTCGTTGAGGAGTGGTCCGTGATGTGCTCT 240 
  I  R  Q  A  L  K  N  A  V  D  L  L  E  E  G  P  V  V  R  S    
 
CACCAGACCGCACTCGAGAGCCTCTTGCGCGGAAATTGGATCGCCCGTAAAGGACATTTC 300 
GTGGTCTGGCGTGAGCTCTCGGAGAACGCGCCTTTAACCTAGCGGGCATTTCCTGTAAAG 300 
  V  L  G  C  E  L  A  E  Q  A  S  I  P  D  G  T  F  S  M  E    
 
CGCCGCCCGCGATTGACCTACTACACGCGGCAGTAACCAAGCCCCCCCATCGCCCGGAAC 360 
GCGGCGGGCGCTAACTGGATGATGTGCGCCGTCATTGGTTCGGGGGGGTAGCGGGCCTTG 360 
  A  A  R  S  Q  G  V  V  R  P  L  L  W  A  G  G  D  G  P  V    
 
AATCCCGAGCTTCACAAAGGACTCCGCGAAATATGCTGACGTAGCGGCGATCCGGATATC 420 
TTAGGGCTCGAAGTGTTTCCTGAGGCGCTTTATACGACTGCATCGCCGCTAGGCCTATAG 420 
  I  G  L  K  V  F  S  E  A  F  Y  A  S  T  A  A  I  R  I  D    
 
GCACATGCATGCTAGGTCGCATCCTGCGCCGATCGCCCCTCCATTTACTGCCGCAATCAC 480 
CGTGTACGTACGATCCAGCGTAGGACGCGGCTAGCGGGGAGGTAAATGACGGCGTTAGTG 480 
  C  M  C  A  L  D  C  G  A  G  I  A  G  G  N  V  A  A  I  V    
 
GGGCACCTCAAGATTGTAGAGTGCCAGCGGGAGCCGCTGAATTCCCCGCCGATATTCGTC 540 
CCCGTGGAGTTCTAACATCTCACGGTCGCCCTCGGCGACTTAAGGGGCGGCTATAAGCAG 540 
  P  V  E  L  N  Y  L  A  L  P  L  R  Q  I  G  R  R  Y  E  D    
 
GCTGATCGTGATCGGATCCACTTTCTCCTTCGAATAGCGCTGCATGTCCTTCAAATTTCC 600 
CGACTAGCACTAGCCTAGGTGAAAGAGGAAGCTTATCGCGACGTACAGGAAGTTTAAAGG 600 
  S  I  T  I  P  D  V  K  E  K  S  Y  R  Q  M  D  K  L  N  G    
 
GCCCGCGCAAAACATCGTTCCCGCACCAGTAAGGATGACGGCACGAACCGTCGGATCACG 660 
CGGGCGCGTTTTGTAGCAAGGGCGTGGTCATTCCTACTGCCGTGCTTGGCAGCCTAGTGC 660 
  G  A  C  F  M  T  G  A  G  T  L  I  V  A  R  V  T  P  D  R    
 
GGCGATTCGGGAACATGCATCGACGAAGTCTTCGACGGCGGAATTGCCTGTCAGCACATT 720 
CCGCTAAGCCCTTGTACGTAGCTGCTTCAGAAGCTGCCGCCTTAACGGACAGTCGTGTAA 720 
  A  I  R  S  C  A  D  V  F  D  E  V  A  S  N  G  T  L  V  N    
 
CCGGAGTTCGGGCTGATTCATGGTCATCGTGATCACGGGCCCGTTCTTATCGACCAGCAG 780 
GGCCTCAAGCCCGACTAAGTACCAGTAGCACTAGTGCCCGGGCAAGAATAGCTGGTCGTC 780 
  R  L  E  P  Q  N  M  T  M  T  I  V  P  G  N  K  D  V  L  L    
 
GAAACTACCCATTATTCGTCTCTCAATATCAAATTGGATTGGACAGATCAACCGGCAAGG 840 
CTTTGATGGGTAATAAGCAGAGAGTTATAGTTTAACCTAACCTGTCTAGTTGGCCGTTCC 840 
  F  S  G  M                                     *  G  A  L     
         orf9 
CTCCGACGTACGAAATCCAGAGTTCGTGACGCACCGGTGGCAAGGAGTTCGCGCCCGACG 900 
GAGGCTGCATGCTTTAGGTCTCAAGCACTGCGTGGCCACCGTTCCTCAAGCGCGGGCTGC 900 
 S  R  R  V  F  D  L  T  R  S  A  G  T  A  L  L  E  R  G  V     
           
ACCTTTGACCAATATACCTCCGTGCCATACGCGAGGCGCCACTCGTGCATCCGGCGTGTG 960 
TGGAAACTGGTTATATGGAGGCACGGTATGCGCTCCGCGGTGAGCACGTAGGCCGCACAC 960 
 V  K  S  W  Y  V  E  T  G  Y  A  L  R  W  E  H  M  R  R  T     
           
AAAAGTTGCAAATCATATTCCTCTGTAAACCCCATTGCGCCGTGGACGGAATGCGCAATT 1020 
TTTTCAACGTTTAGTATAAGGAGACATTTGGGGTAACGCGGCACCTGCCTTACGCGTTAA 1020 
 F  L  Q  L  D  Y  E  E  T  F  G  M  A  G  H  V  S  H  A  I     
           
GACGACACTGTGCCGACCACCTCGCTGGTACGTTGCTTTGCCACAGCGGCAGCCATCAAT 1080 
CTGCTGTGACACGGCTGGTGGAGCGACCATGCAACGAAACGGTGTCGCCGTCGGTAGTTA 1080 
 S  S  V  T  G  V  V  E  S  T  R  Q  K  A  V  A  A  A  M  L     
           
TTTGGACTTATCCCGTCGGCACTGAAACCGATCTGGGCCGACATTCGGGCCGCAAAAACC 1140 
AAACCTGAATAGGGCAGCCGTGACTTTGGCTAGACCCGGCTGTAAGCCCGGCGTTTTTGG 1140 
 K  P  S  I  G  D  A  S  F  G  I  Q  A  S  M  R  A  A  F  V     
           
TGCTCTGCCATGACACTGATCTGCTGCTGGATGATTTGAAGCTTTGCGATCGGCCTGCCG 1200 
ACGAGACGGTACTGTGACTAGACGACGACCTACTAAACTTCGAAACGCTAGCCGGACGGC 1200 
 Q  E  A  M  V  S  I  Q  Q  Q  I  I  Q  L  K  A  I  P  R  G     
           
AATTGCACTCGATCATTGGCATACCCTATCGTCATTTGCAGAATCCGCGCCATGGATCCG 1260 
TTAACGTGAGCTAGTAACCGTATGGGATAGCAGTAAACGTCTTAGGCGCGGTACCTAGGC 1260 
 F  Q  V  R  D  N  A  Y  G  I  T  M  Q  L  I  R  A  M  S  G     
           
GCGAGCATTGCAGAGATCAGACACGCTCCATATGCCCGCCAGTTGGATCCAGGAAGTTCG 1320 
CGCTCGTAACGTCTCTAGTCTGTGCGAGGTATACGGGCGGTCAACCTAGGTCCTTCAAGC 1320 
 A  L  M  A  S  I  L  C  A  G  Y  A  R  W  N  S  G  P  L  E     
           
TTGCCAGAAATCGGCTGTTTCGCCCATCGCATTCGGGCATTGACGCTCCCGCACCCCCCG 1380 
AACGGTCTTTAGCCGACAAAGCGGGTAGCGTAAGCCCGTAACTGCGAGGGCGTGGGGGGC 1380 
 N  G  S  I  P  Q  K  A  W  R  M  R  A  N  V  S  G  C  G  G     
           
GCAATGTGCCTTTGGGCACCGGTCGCAGGCAATAGCTGCGCCCGATCGCCGAAATCCACC 1440 
CGTTACACGGAAACCCGTGGCCAGCGTCCGTTATCGACGCGGGCTAGCGGCTTTAGGTGG 1440 
 A  I  H  R  Q  A  G  T  A  P  L  L  Q  A  R  D  G  F  D  V     
           
AAGACCCAGTCAGCCACTTCACCAAACGGCACGTAATTCGATATGATTGTTCCGTCCGGA 1500 
TTCTGGGTCAGTCGGTGAAGTGGTTTGCCGTGCATTAAGCTATACTAACAAGGCAGGCCT 1500 
 L  V  W  D  A  V  E  G  F  P  V  Y  N  S  I  I  T  G  D  P     
           
GTCACCGCGACGTCTCCAGCAATCGTTATAGACCCCTCTGGAAGCTCGGCGTTGGTCTCG 1560 
CAGTGGCGCTGCAGAGGTCGTTAGCAATATCTGGGGAGACCTTCGAGCCGCAACCAGAGC 1560 
 T  V  A  V  D  G  A  I  T  I  S  G  E  P  L  E  A  N  T  E     
           
GACATGATTCCTCGGACCAATATGGTCTGTATTAACGGTAGCGGCAAGGCATGGCGACCA 1620 
CTGTACTAAGGAGCCTGGTTATACCAGACATAATTGCCATCGCCGTTCCGTACCGCTGGT 1620 
 S  M  I  G  R  V  L  I  T  Q  I  L  P  L  P  L  A  H  R  G     
           
GCAACAAAGGCGATCGGATAGACATCGGACAGACTCAATCCTGCCCCCCCCATCGCTTCA 1680 
CGTTGTTTCCGCTAGCCTATCTGTAGCCTGTCTGAGTTAGGACGGGGGGGGTAGCGAAGT 1680 
 A  V  F  A  I  P  Y  V  D  S  L  S  L  G  A  G  G  M  A  E     
           
GCCACCAAGGCGTCGGTAAAGCCGGACTCCTGTAATGCCCCCCAAAGTGCGGCACGTTCC 1740 
CGGTGGTTCCGCAGCCATTTCGGCCTGAGGACATTACGGGGGGTTTCACGCCGTGCAAGG 1740 
 A  V  L  A  D  T  F  G  S  E  Q  L  A  G  W  L  A  A  R  E     
           
TTCGTGCCGCCCTCTCCCCTCTCGATACGGCGCACATGATTCGGCGTACAGCAATGAGCG 1800 
AAGCACGGCGGGAGAGGGGAGAGCTATGCCGCGTGTACTAAGCCGCATGTCGTTACTCGC 1800 
 K  T  G  G  E  G  R  E  I  R  R  V  H  N  P  T  C  C  H  A     
           
AGCAGTTGCTCTATCGCGTCGGATATGATTTCTTGCATGACCGCTGTCCTCTACCGAAGT 1860 
TCGTCAACGAGATAGCGCAGCCTATACTAAAGAACGTACTGGCGACAGGAGATGGCTTCA 1860 
 L  L  Q  E  I  A  D  S  I  I  E  Q  M              *  R  L     
                                   orf8 
CCGAGCCCACGGGCGATCATTCCACGCAGGATTTCCCGCGTGCCGCCTCGCAGAGAGAAT 1920 
GGCTCGGGTGCCCGCTAGTAAGGTGCGTCCTAAAGGGCGCACGGCGGAGCGTCTCTCTTA 1920 
 G  L  G  R  A  I  M  G  R  L  I  E  R  T  G  G  R  L  S  F     
           
GAAGGAGAAATTTGTGTCACGTATGCCAGGGTTTTCAACAAGACGGATGGCACCGGACGA 1980 
CTTCCTCTTTAAACACAGTGCATACGGTCCCAAAAGTTGTTCTGCCTACCGTGGCCTGCT 1980 
 S  P  S  I  Q  T  V  Y  A  L  T  K  L  L  V  S  P  V  P  R     
           
TCCGGATCGCCCCCCAGGCTGTCAGCAATCAGCAGCGGCATCTGCTGCTCGAATTCCGTT 2040 
AGGCCTAGCGGGGGGTCCGACAGTCGTTAGTCGTCGCCGTAGACGACGAGCTTAAGGCAA 2040 
 D  P  D  G  G  L  S  D  A  I  L  L  P  M  Q  Q  E  F  E  T     
           
CCCAAGTCCTTGACTAGCGCGGCCTCAATCACCGGACTCTCACCCCGCGCTAGTTTTTCC 2100 
GGGTTCAGGAACTGATCGCGCCGGAGTTAGTGGCCTGAGAGTGGGGCGCGATCAAAAAGG 2100 
 G  L  D  K  V  L  A  A  E  I  V  P  S  E  G  R  A  L  K  E     
           
GTGACCGAAATGGCCATCGCACGCAGCACGCATAGTTGGCTCGCCATGCGCCCGAGTAAC 2160 
CACTGGCTTTACCGGTAGCGTGCGTCGTGCGTATCAACCGAGCGGTACGCGGGCTCATTG 2160 
 T  V  S  I  A  M  A  R  L  V  C  L  Q  S  A  M  R  G  L  L     
           
GCGACACGCCCATCATCGACACGCGTATCACGACAGAGGAAAGCAAGCCACTCGTCAAAG 2220 
CGCTGTGCGGGTAGTAGCTGTGCGCATAGTGCTGTCTCCTTTCGTTCGGTGAGCAGTTTC 2220 
 A  V  R  G  D  D  V  R  T  D  R  C  L  F  A  L  W  E  D  F     
           
AGAACCAGCGTGGAATAAATGCGCTCGGGCCCACTGCGTTCGAACGCAAGTTCCGCCGTC 2280 
TCTTGGTCGCACCTTATTTACGCGAGCCCGGGTGACGCAAGCTTGCGTTCAAGGCGGCAG 2280 
 L  V  L  T  S  Y  I  R  E  P  G  S  R  E  F  A  L  E  A  T     
           
ACTTGCTCCCAACCGGACCCCTCTGCACCGATCAGCGCATCGTGACCTAGCATCACGTCG 2340 
TGAACGAGGGTTGGCCTGGGGAGACGTGGCTAGTCGCGTAGCACTGGATCGTAGTGCAGC 2340 
 V  Q  E  W  G  S  G  E  A  G  I  L  A  D  H  G  L  M  V  D     
           
TCGAAAAAGACTTCACAGAAATGAGCATCCCCCGTGATATCGTGAATCGGCCGCACAGTC 2400 
AGCTTTTTCTGAAGTGTCTTTACTCGTAGGGGGCACTATAGCACTTAGCCGGCGTGTCAG 2400 
 D  F  F  V  E  C  F  H  A  D  G  T  I  D  H  I  P  R  V  T     
           
ACGCCCTGCAAAGAGAGATCAACGATCATCTGGGACAAGCCCTTGTTCCGATCCGCCGGT 2460 
TGCGGGACGTTTCTCTCTAGTTGCTAGTAGACCCTGTTCGGGAACAAGGCTAGGCGGCCA 2460 
 V  G  Q  L  S  L  D  V  I  M  Q  S  L  G  K  N  R  D  A  P     
           
TCCCCCGATGTGCGCACAAGTGCAATCATGTAGTGGGAACGGTAAGCGTTTGTCGTCCAG 2520 
AGGGGGCTACACGCGTGTTCACGTTAGTACATCACCCTTGCCATTCGCAAACAGCAGGTC 2520 
 E  G  S  T  R  V  L  A  I  M  Y  H  S  R  Y  A  N  T  T  W     
           
ATCTTGCGTCCGTTCAGCTTCCAGCCGCTATCCGTCCTCACCGCCCGAGTTGTCACGCTG 2580 
TAGAACGCAGGCAAGTCGAAGGTCGGCGATAGGCAGGAGTGGCGGGCTCAACAGTGCGAC 2580 
 I  K  R  G  N  L  K  W  G  S  D  T  R  V  A  R  T  T  V  S     
           
GCGAGATCCGAACCCGAGTTAGGCTCACTCATACCGATGCAAAAAAAaGCTTCCGCGCGG 2640 
CGCTCTAGGCTTGGGCTCAATCCGAGTGAGTATGGCTACGTTTTTTTtCGAAGGCGCGCC 2640 
 A  L  D  S  G  S  N  P  E  S  M  G  I  C  F  F  A  E  A  R     
           
CAGATCCTAGGCAGATAGTATTTCTTCTGCGCTTCGGACCCATATTTATGGATCAAGGGG 2700 
GTCTAGGATCCGTCTATCATAAAGAAGACGCGAAGCCTGGGTATAAATACCTAGTTCCCC 2700 
 C  I  R  P  L  Y  Y  K  K  Q  A  E  S  G  Y  K  H  I  L  P     
           
CCGCTCTGGCGGTCGGCAATCCAGTGAGCGGTGACGGGAGCCCCTGCAGAGAGCAGCTCC 2760 
GGCGAGACCGCCAGCCGTTAGGTCACTCGCCACTGCCCTCGGGGACGTCTCTCGTCGAGG 2760 
 G  S  Q  R  D  A  I  W  H  A  T  V  P  A  G  A  S  L  L  E     
           
TCCACGACGACAAAGCGCGCGAACGAACTTCGTCCGCCGCCGCCGTATTCCTTCGGCAGA 2820 
AGGTGCTGCTGTTTCGCGCGCTTGCTTGAAGCAGGCGGCGGCGGCATAAGGAAGCCGTCT 2820 
 E  V  V  V  F  R  A  F  S  S  R  G  G  G  G  Y  E  K  P  L     
           
GTCAAACCGAGCCACCCTTTCGCGGCAAGCCGGCGACTAAAGTCGGCGTCGTAGCCCATC 2880 
CAGTTTGGCTCGGTGGGAAAGCGCCGTTCGGCCGCTGATTTCAGCCGCAGCATCGGGTAG 2880 
 T  L  G  L  W  G  K  A  A  L  R  R  S  F  D  A  D  Y  G  M     
           
CAGGACCGGGCACGGACATCGGCGGGCACCCCTTCGAGGGCTTCGTCAAGAAATGCACGC 2940 
GTCCTGGCCCGTGCCTGTAGCCGCCCGTGGGGAAGCTCCCGAAGCAGTTCTTTACGTGCG 2940 
 W  S  R  A  R  V  D  A  P  V  G  E  L  A  E  D  L  F  A  R     
           
ACCGAGACTCGCAGACCCTCGTCCTCGGCGGGGATGGATGTAAGCTCAAGCGACTCGATC 3000 
TGGCTCTGAGCGTCTGGGAGCAGGAGCCGCCCCTACCTACATTCGAGTTCGCTGAGCTAG
 V  S  V  R  L  G  E  D  E  A  P  I  S  T  L  E  L  S  E  I     
 3000 
           
ATGAATTCTCCATCGTTCTATTGAATGTCTCGCCGCGCCGTAGCGCGGCTCGGAAATCCG 3060 
TACTTAAGAGGTAGCAAGATAACTTACAGAGCGGCGCGGCATCGCGCCGAGCCTTTAGGC 3060 
*M S  N  E  M  T  R  N  F  T  E  G  R  R  L  A  A  R  F  D      
orf7       
GATGTGCCACGGCACTGAGCTCTAGTGCCCGCTGCGCAGGCGATTTATTTCGCAGTCGAG 3120 
CTACACGGTGCCGTGACTCGAGATCACGGGCGACGCGTCCGCTAAATAAAGCGTCAGCTC 3120 
P  H  A  V  A  S  L  E  L  A  R  Q  A  P  S  K  N  R  L  R      
             
CAACCCCATACTCGGTCACCACGTAATCAATGTCTTGCGCACCGATTGTCGTGGGGACTC 3180 
GTTGGGGTATGAGCCAGTGGTGCATTAGTTACAGAACGCGTGGCTAACAGCACCCCTGAG 3180 
A  V  G  Y  E  T  V  V  Y  D  I  D  Q  A  G  I  T  T  P  V      
             
CCCGACCGAACGTAGTGACAATGTTGCTGACCGCCCCCCCTTTGGTTGCTGCACGGAGTG 3240 
GGGCTGGCTTGCATCACTGTTACAACGACTGGCGGGGGGGAAACCAACGACGTGCCTCAC 3240 
G  R  G  F  T  T  V  I  N  S  V  A  G  G  K  T  A  A  R  L      
             
CGATGATGCTCATACCGCCCTTCGCTGCTGATGCGCCCCTTGCAAAGTCGGGCAATCCTC 3300 
GCTACTACGAGTATGGCGGGAAGCGACGACTACGCGGGGAACGTTTCAGCCCGTTAGGAG 3300 
A  I  I  S  M  G  G  K  A  A  S  A  G  R  A  F  D  P  L  G      
             
CGGGCGTTGAGATCACGCGACCACCGATCTGCTCAGCGTTGGCACTGCCATTTATATCGA 3360 
GCCCGCAACTCTAGTGCGCTGGTGGCTAGACGAGTCGCAACCGTGACGGTAAATATAGCT 3360 
G  P  T  S  I  V  R  G  G  I  Q  E  A  N  A  S  G  N  I  D      
orf6mut XbaI 3´      
CCTGCAAAACGCTGTTGATCGCAACGAGCCCATCAATGGCCGCGAGGACATCAAGTGCGT 3420 
GGACGTTTTGCGACAACTAGCGTTGCTCGGGTAGTTACCGGCGCTCCTGTAGTTCACGCA 3420 
V  Q  L  V  S  N  I  A  V  L  G  D  I  A  A  L  V  D  L  A      
             
GTGTAAACGAGCAGGGATGAAATTCGACCAACGGGTTATGGTCGAGAAAACCATAGAAGG 3480 
CACATTTGCTCGTCCCTACTTTAAGCTGGTTGCCCAATACCAGCTCTTTTGGTATCTTCC 3480 
H  T  F  S  C  P  H  F  E  V  L  P  N  H  D  L  F  G  Y  F      
             
ATCGGGTACCTGCAGCCATCGTTGTGACCGTCTTACCCGGCAACACCTTCTTCGTCGCGT 3540 
TAGCCCATGGACGTCGGTAGCAACACTGGCAGAATGGGCCGTTGTGGAAGAAGCAGCGCA 3540 
S  R  T  G  A  A  M  T  T  V  T  K  G  P  L  V  K  K  T  A      
             
TAGTCACGACACCGCGCTCGATCAGCGGCCGAACGCCATCGGTGATGATGCCGCTATGGA 3600 
ATCAGTGCTGTGGCGCGAGCTAGTCGCCGGCTTGCGGTAGCCACTACTACGGCGATACCT 3600 
N  T  V  V  G  R  E  I  L  P  R  V  G  D  T  I  I  G  S  H      
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TCCCCAAATCGTATAGGTGGCTCAGTTCGGTGAACACCAGATCCGGCAAGGCTCCGATGC 3660 
AGGGGTTTAGCATATCCACCGAGTCAAGCCACTTGTGGTCTAGGCCGTTCCGAGGCTACG 3660 
I  G  L  D  Y  L  H  S  L  E  T  F  V  L  D  P  L  A  G  I      
             
CAGCCTGCAACACGGCTCCAGACGAGATGAGACCTGCTATATTTCCTGCGATTGTCCGGT 3720 
GTCGGACGTTGTGCCGAGGTCTGCTCTACTCTGGACGATATAAAGGACGCTAACAGGCCA 3720 
G  A  Q  L  V  A  G  S  S  I  L  G  A  I  N  G  A  I  T  R      
             
CAACATCGTCAGTTTCGTCCGTGTCGGCAGCGCGCACGACCTGTGGGCCGCGATTTGCAT 3780 
GTTGTAGCAGTCAAAGCAGGCACAGCCGTCGCGCGTGCTGGACACCCGGCGCTAAACGTA 3780 
D  V  D  D  T  E  D  T  D  A  A  R  V  V  Q  P  G  R  N  A      
             
TAACGACGAAATCGACCTCCTCGGGCAGCAACGCCGTGTCTCCGCAGGTAAATGGCATCT 3840 
ATTGCTGCTTTAGCTGGAGGAGCCCGTCGTTGCGGCACAGAGGCGTCCATTTACCGTAGA 3840 
N  V  V  F  D  V  E  E  P  L  L  A  T  D  G  C  T  F  P  M      
             
GCGGGTTCACTTCCGCAACGACGATTGGATCCTGAGCAAGGACCGCCCGCATATAGTCGA 3900 
CGCCCAAGTGAAGGCGTTGCTGCTAACCTAGGACTCGTTCCTGGCGGGCGTATATCAGCT 3900 
Q  P  N  V  E  A  V  V  I  P  D  Q  A  L  V  A  R  M  Y  D      
             
CCGACACCCCGAGAGACATTCTCCCATTTTCGTCGGGCGTAGAGACCTGTAGTAGCAGGA 3960 
GGCTGTGGGGCTCTCTGTAAGAGGGTAAAAGCAGCCCGCATCTCTGGACATCATCGTCCT 3960 
V  S  V  G  L  S  M  R  G  N  E  D  P  T  S  V  Q  L  L  L      
             
GATCGGCCCTGATCTCACCGCTGATGAAAAGGGTCGGAATTTCGGACAGCGTGCAGCGCC 4020 
CTAGCCGGGACTAGAGTGGCGACTACTTTTCCCAGCCTTAAAGCCTGTCGCACGTCGCGG 4020 
L  D  A  R  I  E  G  S  I  F  L  T  P  I  E  S  L  T  C  R      
             
GAAAAGAAGCGCGGCCTGAATTGATCGGCTCACGCAATCCCTTTCCCGGAAACAGCGCCT 4080 
CTTTTCTTCGCGCCGGACTTAACTAGCCGAGTGCGTTAGGGAAAGGGCCTTTGTCGCGGA 4080 
R  F  S  A  R  G  S  N  I  P  E  R  L  G  K  G  P  F  L  A      
                              orf6mut HindIII 5´ 
GGATCGAAAGATGCTTGGCTGCCTCTATGCCAGCATAGGGCGCTTCGCCCATCGGCATGA 4140 
CCTAGCTTTCTACGAACCGACGGAGATACGGTCGTATCCCGCGAAGCGGGTAGCCGTACT 4140 
Q  I  S  L  H  K  A  A  E  I  G  A  Y  P  A  E  G  M  P  M      
             
GCCCATACACGGTCGCCCCACGGAACACCTCGGCTGCCTCACTCAGTTGCTGAGTCAAGC 4200 
CGGGTATGTGCCAGCGGGGTGCCTTGTGGAGCCGACGGAGTGAGTCAACGACTCAGTTCG 4200 
L  G  Y  V  T  A  G  R  F  V  E  A  A  E  S  L  Q  Q  T  L      
             
GCGGAGGCTCGGCACACGCGGAGTGGAGCACTATGCGTGGCGCATCTGGCAAAGCCGAAC 4260 
CGCCTCCGAGCCGTGTGCGCCTCACCTCGTGATACGCACCGCGTAGACCGTTTCGGCTTG 4260 
R  P  P  E  A  C  A  S  H  L  V  I  R  P  A  D  P  L  A  S      
                               orf6 R1 
GTAGGTCTTGGAGGTGCGACAGTTGGAGTCTCTTGCCGCGCGGAGTAGTCATTACTTCTT 4320 
CATCCAGAACCTCCACGCTGTCAACCTCAGAGAACGGCGCGCCTCATCAGTAATGAAGAA 4320 
R  L  D  Q  L  H  S  L  Q  L  R  K  G  R  P  T  T  M   
                                                                                                         orf6 
GTCTCCCTCTTACGTTCAGAATCCTTTGCCAGACTTCTTACCCCAACCGCCCCGCGTACA 4380 
CAGAGGGAGAATGCAAGTCTTAGGAAACGGTCTGAAGAATGGGGTTGGCGGGGCGCATGT 4380 
            
TCTCCTTGCCGATCGGTTGGGCTTGGCCGAAGTAAGACCGGTTTCGTTGCATTCATTCGC 4440 
AGAGGAACGGCTAGCCAACCCGAACCGGCTTCATTCTGGCCAAAGCAACGTAAGTAAGCG 4440 
            
GCCAAGTAGGAAACATCAATTTCTTCTGAATCCCAATGGCATATTTGACACCCTAGTCCC 4500 
CGGTTCATCCTTTGTAGTTAAAGAAGACTTAGGGTTACCGTATAAACTGTGGGATCAGGG 4500 
            
CTGACCACGTCGAGATCGACATCGTCGGCCGATGCATGCGCCTCCTTCTCTCAGAGACTC 4560 
GACTGGTGCAGCTCTAGCTGTAGCAGCCGGCTACGTACGCGGAGGAAGAGAGTCTCTGAG 4560 
            
GAGGCCTCGCGGATCAGATCACGAAATATGCGATTCACGATGAAACCGGATATTTCCTTG 4620 
CTCCGGAGCGCCTAGTCTAGTGCTTTATACGCTAAGTGCTACTTTGGCCTATAAAGGAAC 4620 
            
CTCAGGATCACCCGGTACTTTCCCGAGCGCAATGCAGAACTTCACTAAGCGTTTAACTGC 4680 
GAGTCCTAGTGGGCCATGAAAGGGCTCGCGTTACGTCTTGAAGTGATTCGCAAATTGACG 4680 
            
ATCAGAAATCGCCGAATGAAAGACAACTCCATCAATTCGATAACCGATGCCGGGGCTTGA 4740 
TAGTCTTTAGCGGCTTACTTTCTGTTGAGGTAGTTAAGCTATTGGCTACGGCCCCGAACT 4740 
            
GAAACGCAAATTAATTTATCCCGGCAGACGGACCATTGTTGTTTCCTCGCTCTTTATCCC 4800 
CTTTGCGTTTAATTAAATAGGGCCGTCTGCCTGGTAACAACAAAGGAGCGAGAAATAGGG 4800 
                                                       *  G     
           
GTTAGGGCACGTGCAATGACCAATCGCTGCATGTCTCCAGTGCCCTCGTATATCTGACAA 4860 
CAATCCCGTGCACGTTACTGGTTAGCGACGTACAGAGGTCACGGGAGCATATAGACTGTT 4860 
 T  L  A  R  A  I  V  L  R  Q  M  D  G  T  G  E  Y  I  Q  C     
                    orf5 F1 
ACTCGAACATCCCGGTAGATCCGCTCGAGTGGAAAATCAGCCAGGTAGCCGTATCCTCCC 4920 
TGAGCTTGTAGGGCCATCTAGGCGAGCTCACCTTTTAGTCGGTCCATCGGCATAGGAGGG 4920 
 V  R  V  D  R  Y  I  R  E  L  P  F  D  A  L  Y  G  Y  G  G     
                                                 orf5mut XbaI 3´        
AAGGTCTGGATCGCATCCGAGCAGACCCGCTCAGCCGTTTCGCTCGCGAGCACCTTCGCC 4980 
TTCCAGACCTAGCGTAGGCTCGTCTGGGCGAGTCGGCAAAGCGAGCGCTCGTGGAAGCGG 4980 
 L  T  Q  I  A  D  S  C  V  R  E  A  T  E  S  A  L  V  K  A     
           
ATCGATGCTTCTTTGACGCAGGGTAATCCGGCGTCACGCATGGCCGCGACGTGTAGCACC 5040 
TAGCTACGAAGAAACTGCGTCCCATTAGGCCGCAGTGCGTACCGGCGCTGCACATCGTGG 5040 
 M  S  A  E  K  V  C  P  L  G  A  D  R  M  A  A  V  H  L  V     
           
AACTGCTCAGCCGCTTCGAGCCGCGTGGCCATATCGGCGAGGCGGAATGCAACTGCCTGA 5100 
TTGACGAGTCGGCGAAGCTCGGCGCACCGGTATAGCCGCTCCGCCTTACGTTGACGGACT 5100 
 L  Q  E  A  A  E  L  R  T  A  M  D  A  L  R  F  A  V  A  Q     
           
TGCTCGATGAGGAGTTTGCCGAATTGCCGGCGTTCCTTGGCATAACCCAAGGCGTGCTCA 5160 
ACGAGCTACTCCTCAAACGGCTTAACGGCCGCAAGGAACCGTATTGGGTTCCGCACGAGT 5160 
 H  E  I  L  L  K  G  F  Q  R  R  E  K  A  Y  G  L  A  H  E     
           
AACGCCGCACGCCCCATACCCACCGACTGGGCCGCGATGCCAAGACGCCCGCCGTCAAGG 5220 
TTGCGGCGTGCGGGGTATGGGTGGCTGACCCGGCGCTACGGTTCTGCGGGCGGCAGTTCC 5220 
 F  A  A  R  G  M  G  V  S  Q  A  A  I  G  L  R  G  G  D  L     
           
TGGGAGAACGCAACTCGCAGCCCTTCGCCTTCTCTGCCCAAGAGGCTATCGGCCGAAACC 5280 
ACCCTCTTGCGTTGAGCGTCGGGAAGCGGAAGAGACGGGTTCTCCGATAGCCGGCTTTGG 5280 
 H  S  F  A  V  R  L  G  E  G  E  R  G  L  L  S  D  A  S  V     
           
CACATGTCATCGAATGTGAGGGAGCATGTATCGGACGAGCGCTGGCCCATCTTTTCCTCA 5340 
GTGTACAGTAGCTTACACTCCCTCGTACATAGCCTGCTCGCGACCGGGTAGAAAAGGAGT 5340 
 W  M  D  D  F  T  L  S  C  T  D  S  S  R  Q  G  M  K  E  E     
           
ACGCGGGTCACGGTCCACCCCGGGGTATTGGTGGGCACAACGAAGGCAGAAATTCCCTTC 5400 
TGCGCCCAGTGCCAGGTGGGGCCCCATAACCACCCGTGTTGCTTCCGTCTTTAAGGGAAG 5400 
 V  R  T  V  T  W  G  P  T  N  T  P  V  V  F  A  S  I  G  K     
           
TTGCCGGCGGTTGGGTCGGTAACAGCGAAGACAATGCCCACGCTCGCATTCCGCCCCGAG 5460 
AACGGCCGCCAACCCAGCCATTGTCGCTTCTGTTACGGGTGCGAGCGTAAGGCGGGGCTC 5460 
 K  G  A  T  P  D  T  V  A  F  V  I  G  V  S  A  N  R  G  S     
           
GTGATGAATTGCTTGGTACCCGAGATGACATACCCCGAACGGCCATCCTTGCGCGCTAGC 5520 
CACTACTTAACGAACCATGGGCTCTACTGTATGGGGCTTGCCGGTAGGAACGCGCGATCG 5520 
 T  I  F  Q  K  T  G  S  I  V  Y  G  S  R  G  D  K  R  A  L            
GTCTTCATGGAGGCCGGGTCGGATCCTGCTTCTGGCTCCGTCAGGCAGAAACAGCCAATC 5580 
CAGAAGTACCTCCGGCCCAGCCTAGGACGAAGACCGAGGCAGTCCGTCTTTGTCGGTTAG 5580 
 T  K  M  S  A  P  D  S  G  A  E  P  E  T  L  C  F  C  G  I     
     orf5mut HindIII 5´ 
ATCTCCCCACGCGCCATAGGACGAAGGAAGCGGTTCTTCTGCTCGTCCGTACCATAGGTG 5640 
TAGAGGGGTGCGCGGTATCCTGCTTCCTTCGCCAAGAAGACGAGCAGGCATGGTATCCAC 5640 
 M  E  G  R  A  M  P  R  L  F  R  N  K  Q  E  D  T  G  Y  T     
           
AGCACCGGCAGGCAGCATACCGATGTGTGTTCGCCCATGATGGTCGAAATCGGACCGTCG 5700 
TCGTGGCCGTCCGTCGTATGGCTACACACAAGCGGGTACTACCAGCTTTAGCCTGGCAGC 5700 
 L  V  P  L  C  C  V  S  T  H  E  G  M  I  T  S  I  P  G  D     
             orf5 R1 
CCGGCAGCAATTTCCATGATTGCCGCCACATAAGAGACATAATCGGTTTCCGCACCGTCC 5760 
GGCCGTCGTTAAAGGTACTAACGGCGGTGTATTCTCTGTATTAGCCAAAGGCGTGGCAGG 5760 
 G  A  A  I  E  M  I  A  A  V  Y  S  V  Y  D  T  E  A  G  D     
           
CACTCCCGTGGCACCACCATGCCCATGAAGCCCAATGTTCCTAACTCGGCGAGTTCCTCA 5820 
GTGAGGGCACCGTGGTGGTACGGGTACTTCGGGTTACAAGGATTGAGCCGCTCAAGGAGT 5820 
 W  E  R  P  V  V  M  G  M  F  G  L  T  G  L  E  A  L  E  E     
           
GCAGGAAAACGGCAATTACGGTCGCGCATAGCCGCAGTGGGCGCCAAGCGGTCGCGCGCT 5880 
CGTCCTTTTGCCGTTAATGCCAGCGCGTATCGGCGTCACCCGCGGTTCGCCAGCGCGCGA 5880 
 A  P  F  R  C  N  R  D  R  M  A  A  T  P  A  L  R  D  R  A     
           
ATTTTTCGAGCTGTTTCACGGATGAACGATTGCTCCTCGTTGAGAATCATTTCAACACCT 5940 
TAAAAAGCTCGACAAAGTGCCTACTTGCTAACGAGGAGCAACTCTTAGTAAAGTTGTGGA 5940 
 I  K  R  A  T  E  R  I  F  S  Q  E  E  N  L  I  M  E  V  G     
                                               orf5 
CCACCGTTGCGCCAGTCGGTTCGCCCCGGATACATAGCGAAGTCACCGCTCGCCAAAATT 6000 
GGTGGCAACGCGGTCAGCCAAGCGGGGCCTATGTATCGCTTCAGTGGCGAGCGGTTTTAA 6000 
            
CATATTGTCCAAGGGCCACGGGGGTCTCGCAATCATCGGTCTCATATACTGTCAGGATCG 6060 
GTATAACAGGTTCCCGGTGCCCCCAGAGCGTTAGTAGCCAGAGTATATGACAGTCCTAGC 6060 
            
CCCTCTACCTTCGTCTAGCTTGAACTCGTCAGACGATCGTCCATGTGTCGCCGCCGTGTA 6120 
GGGAGATGGAAGCAGATCGAACTTGAGCAGTCTGCTAGCAGGTACACAGCGGCGGCACAT 6120 
                              *  V  I  T  W  T  D  G  G  H      
             
GCAGATCCGCGAGCCGCCCGCGCCCCTTCGCTTCGCGCGTAGCTTCATGCAGATGCGCGT 6180 
CGTCTAGGCGCTCGGCGGGCGCGGGGAAGCGAAGCGCGCATCGAAGTACGTCTACGCGCA 6180 
L  L  D  A  L  R  G  R  G  K  A  E  R  T  A  E  H  L  H  A      
             
TCAGCTCGTCGCAAGTCGGTTGACGCACTGCGCGGAACACGCCGAGCGGCACAGGCAGCT 6240 
AGTCGAGCAGCGTTCAGCCAACTGCGTGACGCGCCTTGTGCGGCTCGCCGTGTCCGTCGA 6240 
N  L  E  D  C  T  P  Q  R  V  A  R  F  V  G  L  P  V  P  L      
          korB2 F1      
CCGGGGACTCGAACTGCGACAGGAAGAATGCGAGCCCGCTGTGCATCGCATGCTCGTCAT 6300 
GGCCCCTGAGCTTGACGCTGTCCTTCTTACGCTCGGGCGACACGTAGCGTACGAGCAGTA 6300 
E  P  S  E  F  Q  S  L  F  F  A  L  G  S  H  M  A  H  E  D      
             
GGACGACGAGCTCCGCCTCGCTCACCGCGCCGTCGCCGAGCTTGATAACCTCCGGAGCCA 6360 
CCTGCTGCTCGAGGCGGAGCGAGTGGCGCGGCAGCGGCTCGAACTATTGGAGGCCTCGGT 6360 
H  V  V  L  E  A  E  S  V  A  G  D  G  L  K  I  V  E  P  A      
             
TGCCGGCGAGCCTGATACCCTGATCGCGATTTTTCCCGAACACGAGCGGCTTACCGTGCT 6420 
ACGGCCGCTCGGACTATGGGACTAGCGCTAAAAAGGGCTTGTGCTCGCCGAATGGCACGA 6420 
M  G  A  L  R  I  G  Q  D  R  N  K  G  F  V  L  P  K  G  H      
             
CGAGCATGAGCCGTGCGTCGTCGCGCGTGGCCTTCTCGGTCAGCGCATTGTGCGCGCCGT 6480 
GCTCGTACTCGGCACGCAGCAGCGCGCACCGGAAGAGCCAGTCGCGTAACACGCGCGGCA 6480 
E  L  M  L  R  A  D  D  R  T  A  K  E  T  L  A  N  H  A  G      
             
CGTTGAACACGATGCAGTTCTGCAGCACCTCGACGAACGCGGTGCCCTTGTGCACGGCGG 6540 
GCAACTTGTGCTACGTCAAGACGTCGTGGAGCTGCTTGCGCCACGGGAACACGTGCCGCC 6540 
D  N  F  V  I  C  N  Q  L  V  E  V  F  A  T  G  K  H  V  A      
             
CGCGCGCAAGCACCGACGCGAGATGCGGCTGATCGCTGTCGACGGTGCGTGCGACGAACG 6600 
GCGCGCGTTCGTGGCTGCGCTCTACGCCGACTAGCGACAGCTGCCACGCACGCTGCTTGC 6600 
A  R  A  L  V  S  A  L  H  P  Q  D  S  D  V  T  R  A  V  F      
             
TCGCGCCCGCGCCGAGCGCGAGCGACACTGGGGAGAACGGCCGGTCGATGCTGCCGAGCG 6660 
AGCGCGGGCGCGGCTCGCGCTCGCTGTGACCCCTCTTGCCGGCCAGCTACGACGGCTCGC 6660 
T  A  G  A  G  L  A  L  S  V  P  S  F  P  R  D  I  S  G  L      
             
GCGTGCTCTTCGTCCTCTTGCCGAACTCGGACGTCGGCGAGTATTGTCCCTTTGTCAGCC 6720 
CGCACGAGAAGCAGGAGAACGGCTTGAGCCTGCAGCCGCTCATAACAGGGAAACAGTCGG 6720 
P  T  S  K  T  R  K  G  F  E  S  T  P  S  Y  Q  G  K  T  L      
             
CGTAAATGCGGTTATTGAGAAGAATCACCTTCAGGTCGACGTTGCGGCGCATCGCGTGAA 6780 
GCATTTACGCCAATAACTCTTCTTAGTGGAAGTCCAGCTGCAACGCCGCGTAGCGCACTT 6780 
G  Y  I  R  N  N  L  L  I  V  K  L  D  V  N  R  R  M  A  H      
             
TGAAGTGATTCCCGCCGATCGCGAGCGCGTCCCCGTCACCGGTGACGACCCATACCGACA 6840 
ACTTCACTAAGGGCGGCTAGCGCTCGCGCAGGGGCAGTGGCCACTGCTGGGTATGGCTGT 6840 
I  F  H  N  G  G  I  A  L  A  D  G  D  G  T  V  V  W  V  S      
             
GCTCGGGCCGGGTGAGCTTCAGGCCGCTCGCGATCGCTGGTGCGCGGCCGTGGATGCTGT 6900 
CGAGCCCGGCCCACTCGAAGTCCGGCGAGCGCTAGCGACCACGCGCCGGCACCTACGACA 6900 
L  E  P  R  T  L  K  L  G  S  A  I  A  P  A  R  G  H  I  S      
             
GTATCCCGTAGGTTTCCATGTAGTAGGGGAAGCGGCTCGAGCAACCGATACCGGAGATGA 6960 
CATAGGGCATCCAAAGGTACATCATCCCCTTCGCCGAGCTCGTTGGCTATGGCCTCTACT 6960 
H  I  G  Y  T  E  M  Y  Y  P  F  R  S  S  C  G  I  G  S  I      
             
ACGCGAAGTTCTCGCGCGGGATGCCGAGCGTCGGCAGCAGCTTCTGGACCTGCGCGAGGA 7020 
TGCGCTTCAAGAGCGCGCCCTACGGCTCGCAGCCGTCGTCGAAGACCTGGACGCGCTCCT 7020 
F  A  F  N  E  R  P  I  G  L  T  P  L  L  K  Q  V  Q  A  L      
             
TCGAGTAGTCGCCACAGCCAGGGCACCAGCGCACGTCCTGGTTCGATTCGAAGTCTTTTT 7080 
AGCTCATCAGCGGTGTCGGTCCCGTGGTCGCGTGCAGGACCAAGCTAAGCTTCAGAAAAA 7080 
I  S  Y  D  G  C  G  P  C  W  R  V  D  Q  N  S  E  F  D  K      
             
TCGTCAGTGCGACAGGTACGGACAGGTCATTCATGATGTTTTCCTGTAAGGGGAGCATGG 7140 
AGCAGTCACGCTGTCCATGCCTGTCCAGTAAGTACTACAAAAGGACATTCCCCTCGTACC 7140 
K  T  L  A  V  P  V  S  L  D  N  M  I  N  E  Q  L  P  L  M      
                             korB2 
GGACGCGGCGCACCTCAGCTCAGTTCGAGGATGCGGTCGTGGACTTCGCTGACCTTGAAG 7200 
CCTGCGCCGCGTGGAGTCGAGTCAAGCTCCTACGCCAGCACCTGAAGCGACTGGAACTTC 7200 
                *  S  L  E  L  I  R  D  H  V  E  S  V  K  F     
GGCTTGCCCTGCACCTTGGTGAGCGGCACGACGTCGCGCAGGAACTGCTCCCGCAGCAGC 7260 
CCGAACGGGACGTGGAACCACTCGCCGTGCTGCAGCGCGTCCTTGACGAGGGCGTCGTCG 7260 
 P  K  G  Q  V  K  T  L  P  V  V  D  R  L  F  Q  E  R  L  L     
           
TTCGAGAGTTGCCCCATATTTAGTTCCGGTACCAGGACTGTCTTGTAGCGCGCCAGCACC 7320 
AAGCTCTCAACGGGGTATAAATCAAGGCCATGGTCCTGACAGAACATCGCGCGGTCGTGG 7320 
 K  S  L  Q  G  M  N  L  E  P  V  L  V  T  K  Y  R  A  L  V     
           
TCGCCCAAGTCCGGCGGCAGCGGGTGCAAATGGCGCAGATGCACGTGCGCGACCGAGCGC 7380 
AGCGGGTTCAGGCCGCCGTCGCCCACGTTTACCGCGTCTACGTGCACGCGCTGGCTCGCG 7380 
E  G  L  D  P  P  L  P  H  L  H  R  L  H  V  H  A  V  S  R            
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CCGTCGGCCTCGGCTATTTCGCGCGCCTGCGCGATCGTGCCGTAGGTGCTGCCCCAGCCA 7440 
GGCAGCCGGAGCCGATAAAGCGCGCGGACGCGCTAGCACGGCATCCACGACGGGGTCGGT 7440 
 G  D  A  E  A  I  E  R  A  Q  A  I  T  G  Y  T  S  G  W  G     
           
ACGACGAGGAGCTCGCCGCTCGCCGGCCCCTCGACGCGTGTCGGCGGGATATCCTGCGCA 7500 
TGCTGCTCCTCGAGCGGCGAGCGGCCGGGGAGCTGCGCACAGCCGCCCTATAGGACGCGT 7500 
 V  V  L  L  E  G  S  A  P  G  E  V  R  T  P  P  I  D  Q  A     
           
GTACGCGCGACTTTCGCTGCGCGCACCGCAACCATGCGTTGGTGATTCATCGGGTCGTGC 7560 
CATGCGCGCTGAAAGCGACGCGCGTGGCGTTGGTACGCAACCACTAAGTAGCCCAGCACG 7560 
 T  R  A  V  K  A  A  R  V  A  V  M  R  Q  H  N  M  P  D  H     
           
GAGATGTTGCCCGACAGGAAGTCCTTTTCGAGGCCGCCGACGCGATGTTCCATCCCGCGC 7620 
CTCTACAACGGGCTGTCCTTCAGGAAAAGCTCCGGCGGCTGCGCTACAAGGTAGGGCGCG 7620 
 S  I  N  G  S  L  F  D  K  E  L  G  G  V  R  H  E  M  G  R     
           
GTGCCCGGCAGCACCCAGGCACGCGCCAGATTCTCGTCGCGCGCATACGGCTGGAAACCT 7680 
CACGGGCCGTCGTGGGTCCGTGCGCGGTCTAAGAGCAGCGCGCGTATGCCGACCTTTGGA 7680 
 T  G  P  L  V  W  A  R  A  L  N  E  D  R  A  Y  P  Q  F  G     
           
TCCGCATCGGTGCGATAGCGCACTTCGAGTTTCGGCAGACGGGCCACATCGGGGATGCGC 7740 
AGGCGTAGCCACGCTATCGCGTGAAGCTCAAAGCCGTCTGCCCGGTGTAGCCCCTACGCG 7740 
 E  A  D  T  R  Y  R  V  E  L  K  P  L  R  A  V  D  P  I  R     
           
CACGGCTCGGCCGCATTCGCAATGCCGCCATCGGTCAGCAGGATCACCGGCGTCATGTAT 7800 
GTGCCGAGCCGGCGTAAGCGTTACGGCGGTAGCCAGTCGTCCTAGTGGCCGCAGTACATA 7800 
 W  P  E  A  A  N  A  I  G  G  D  T  L  L  I  V  P  T  M  Y     
           
TTGACGGCGATGCGGAAAGCCTCGAGCGCGCAGTCGAAGCAGTCGGAGGGCGAGCGCGCG 7860 
AACTGCCGCTACGCCTTTCGGAGCTCGCGCGTCAGCTTCGTCAGCCTCCCGCTCGCGCGC 7860 
 K  V  A  I  R  F  A  E  L  A  C  D  F  C  D  S  P  S  R  A     
           
GAGATGACCGGAATCGGGCACTCGCCGTTGCGCCCGTAGACCGCCTGCAGCAGGTCCGAT 7920 
CTCTACTGGCCTTAGCCCGTGAGCGGCAACGCGGGCATCTGGCGGACGTCGTCCAGGCTA 7920 
 S  I  V  P  I  P  C  E  G  N  R  G  Y  V  A  Q  L  L  D  S     
           
TGTTCGATCTTCGTCGGCAAACCGGTCGAGGGACCGCCGCGCTGCACGTTGACGATCACC 7980 
ACAAGCTAGAAGCAGCCGTTTGGCCAGCTCCCTGGCGGCGCGACGTGCAACTGCTAGTGG 7980 
 Q  E  I  K  T  P  L  G  T  S  P  G  G  R  Q  V  N  V  I  V     
           
AACGGTAGCTCGAGCATCACTGCGAGGCCCAACGCCTCGGTCTTCAGCGCCATGCCCGGA 8040 
TTGCCATCGAGCTCGTAGTGACGCTCCGGGTTGCGGAGCCAGAAGTCGCGGTACGGGCCT 8040 
 L  P  L  E  L  M  V  A  L  G  L  A  E  T  K  L  A  M  G  P     
           
CCGGAGGTCGTCGTCAGGGCGAGCGCGCCACCATAGGCCGCACCGATCGTCGAGCAAATG 8100 
GGCCTCCAGCAGCAGTCCCGCTCGCGCGGTGGTATCCGGCGTGGCTAGCAGCTCGTTTAC 8100 
 G  S  T  T  T  L  A  L  A  G  G  Y  A  A  G  I  T  S  C  I     
           
CCGGCGATTTCGTCCTCGGCCTGGAATGTCGTGACGTCGAAATGCTTCAGCGCCGACAGT 8160 
GGCCGCTAAAGCAGGAGCCGGACCTTACAGCACTGCAGCTTTACGAAGTCGCGGCTGTCA 8160 
 G  A  I  E  D  E  A  Q  F  T  T  V  D  F  H  K  L  A  S  L     
           
TCGTGCAGGATGTCGGTCGCCGGCGTGATCGGGTACGAGCCGAGGAAGAGCCCCACGCCT 8220 
AGCACGTCCTACAGCCAGCGGCCGCACTAGCCCATGCTCGGCTCCTTCTCGGGGTGCGGA 8220 
 E  H  L  I  D  T  A  P  T  I  P  Y  S  G  L  F  L  G  V  G     
           
GAGAGCTCAGATGCGGCGACGAAGCCGAGCGCCGCAGCGTGGTTGCCAGTGATGCTCCGA 8280 
CTCTCGAGTCTACGCCGCTGCTTCGGCTCGCGGCGTCGCACCAACGGTCACTACGAGGCT 8280 
 S  L  E  S  A  A  V  F  G  L  A  A  A  H  N  G  T  I  S  R     
           
TAGACGCCGGGCTCGGCGGCCGCTTCGCGCACATGGTAGCTCGCGGCGAAGATCTCGGCG 8340 
ATCTGCGGCCCGAGCCGCCGGCGAAGCGCGTGTACCATCGAGCGCCGCTTCTAGAGCCGC 8340 
 Y  V  G  P  E  A  A  A  E  R  V  H  Y  S  A  A  F  I  E  A     
           
GCGTCCGCATACGCGAAGCCGGCACGCAGCGCCTCAACGTTCGCGTCGGCAAATTGGGGG 8400 
CGCAGGCGTATGCGCTTCGGCCGTGCGTCGCGGAGTTGCAAGCGCAGCCGTTTAACCCCC 8400 
 A  D  A  Y  A  F  G  A  R  L  A  E  V  N  A  D  A  F  Q  P     
           
GTCTTCGCGAACTTTTGGTGGATATCGTCGATTTCGTCCTCGATCGACCGGCCATAAAGG 8460 
CAGAAGCGCTTGAAAACCACCTATAGCAGCTAAAGCAGGAGCTAGCTGGCCGGTATTTCC 8460 
 T  K  A  F  K  Q  H  I  D  D  I  E  D  E  I  S  R  G  Y  L     
           
CACAGCATCAGGCCGAGCGCGAAATAGTTCTTGCAGCGCGCGACCTCCTTCTTCGACAGC 8520 
GTGTCGTAGTCCGGCTCGCGCTTTATCAAGAACGTCGCGCGCTGGAGGAAGAAGCTGTCG 8520 
 C  L  M  L  G  L  A  F  Y  N  K  C  R  A  V  E  K  K  S  L     
           
CCCGAGTCCCGCAGCGCCGCGGCGGTCAGTGCCGAGATATCGATGTGGAATATGCGGTAG 8580 
GGGCTCAGGGCGTCGCGGCGCCGCCAGTCACGGCTCTATAGCTACACCTTATACGCCATC 8580 
 G  S  D  R  L  A  A  A  T  L  A  S  I  D  I  H  F  I  R  Y     
           
CCGTCGAGGCTGCCGTCCTCGAGCGGATTAGAGGTATAGCCGGCCTTTACTAGGCTCGCG 8640 
GGCAGCTCCGACGGCAGGAGCTCGCCTAATCTCCATATCGGCCGGAAATGATCCGAGCGC 8640 
 G  D  L  S  G  D  E  L  P  N  S  T  Y  G  A  K  V  L  S  A     
           
TCGGTGAAGGCGCCGACGTTAACGATGACGATGCCACCGTGCTTGACGTCGGAAATGTTC 8700 
AGCCACTTCCGCGGCTGCAATTGCTACTGCTACGGTGGCACGAACTGCAGCCTTTACAAG 8700 
 D  T  F  A  G  V  N  V  I  V  I  G  G  H  K  V  D  S  I  N     
           
GTCCTCAGCGCCGCCGGATTCATTGCGACCAGCGCGTCGGGCGCGTCCCCCGATGTGAAC 8760 
CAGGAGTCGCGGCGGCCTAAGTAACGCTGGTCGCGCAGCCCGCGCAGGGGGCTACACTTG 8760 
 T  R  L  A  A  P  N  M  A  V  L  A  D  P  A  D  G  S  T  F     
           
ACCTGGCCCGCACCATACTGAATCTGGTAGCCGGACACGCCGAACACCGTTCCGGTCGGA 8820 
TGGACCGGGCGTGGTATGACTTAGACCATCGGCCTGTGCGGCTTGTGGCAAGGCCAGCCT 8820 
 V  Q  G  A  G  Y  Q  I  Q  Y  G  S  V  G  F  V  T  G  T  P     
                                               korA2 R1 
GCACGAATCTCCGACGGGTAATCGGGATGCGTCGCGAAGCCGTGGCCGGCTTTCGCGACC 8880 
CGTGCTTAGAGGCTGCCCATTAGCCCTACGCAGCGCTTCGGCACCGGCCGAAAGCGCTGG 8880 
 A  R  I  E  S  P  Y  D  P  H  T  A  F  G  H  G  A  K  A  V     
           
GCTCGCGAAAACTCCGAGCCTGTCAGCTGCATGCCGTCACCGGAGTCGCCGACGAAGCGG 8940 
CGAGCGCTTTTGAGGCTCGGACAGTCGACGTACGGCAGTGGCCTCAGCGGCTGCTTCGCC 8940 
 A  R  S  F  E  S  G  T  L  Q  M  G  D  G  S  D  G  V  F  R     
           
ATCACGACGCTGTCGAGCGTCTCGACGACACGCTCGCGCAGTCGCTCCGTCCCTGACATG 9000 
TAGTGCTGCGACAGCTCGCAGAGCTGCTGTGCGAGCGCGTCAGCGAGGCAGGGACTGTAC 9000 
 I  V  V  S  D  L  T  E  V  V  R  E  R  L  R  E  T  G  S  M     
           
GCGTCGCCGCGCACCGCCTTATTTTCCCGCTCATTTACGAATACATGCTCCAGCTCGGAC 9060 
CGCAGCGGCGCGTGGCGGAATAAAAGGGCGAGTAAATGCTTATGTACGAGGTCGAGCCTG 9060 
 A  D  G  R  V  A  K  N  E  R  E  N  V  F  V  H  E  L  E  S     
           
ATACATTCCTCCTCGGTCGAAGCGACGACCTGTGTCACCGCGCACTCGCGGCGTCCCTTC 9120 
TATGTAAGGAGGAGCCAGCTTCGCTGCTGGACACAGTGGCGCGTGAGCGCCGCAGGGAAG 9120 
 M   
korA2 
CGCCATTTTGATTGCCTATCAGCTGCTTGAAGCGTACCTGCCTTGATCTTCGTTCAACCT 9180 
GCGGTAAAACTAACGGATAGTCGACGAACTTCGCATGGACGGAACTAGAAGCAAGTTGGA 9180 
            
 
ACTGACTTAGCGAACCCCTCTCTTGCCTCGAGCACCAAAAACCGCCCGTGAAGTACGGAA 9240 
TGACTGAATCGCTTGGGGAGAGAACGGAGCTCGTGGTTTTTGGCGGGCACTTCATGCCTT 9240 
            
CTTGGCGAATGTCGATCCCACTGCTTACAATCGAGCCGCTTTCGCACGCAGTTCAGCCTT 9300 
GAACCGCTTACAGCTAGGGTGACGAATGTTAGCTCGGCGAAAGCGTGCGTCAAGTCGGAA 9300 
                          *  L  R  A  A  K  A  R  L  E  A  K    
        
CGTTTCGACGTGATCGGGGTCCGCAACAATCGAGTCTACCGGACAGACGTGGACGCATTG 9360 
GCAAAGCTGCACTAGCCCCAGGCGTTGTTAGCTCAGATGGCCTGTCTGCACCTGCGTAAC 9360 
  T  E  V  H  D  P  D  A  V  I  S  D  V  P  C  V  H  V  C  Q    
                                          3MBzFed F1 
CGACTCGTCAAAATGACCTACACATTCTGTGCACAAATTCGGGGCGATCACATAAATATC 9420 
GCTGAGCAGTTTTACTGGATGTGTAAGACACGTGTTTAAGCCCCGCTAGTGTATTTATAG 9420 
  S  E  D  F  H  G  V  C  E  T  C  L  N  P  A  I  V  Y  I  D    
                                            3MBzFed R1 
ATTTCCTTGAGTAATCGCCTCGTTCGGGCATTCCGTTTGGCAGGCACCGCAACTAGTGCA 9480 
TAAAGGAACTCATTAGCGGAGCAAGCCCGTAAGGCAAACCGTCCGTGGCGTTGATCACGT 9480 
  N  G  Q  T  I  A  E  N  P  C  E  T  Q  C  A  G  C  S  T  C    
 
CTCATCTGTAATCAACAAGGCCATGCATCCCTCTCTCAAAAAGGCGCCGCGTGTTGCGGC 9540 
GAGTAGACATTAGTTGTTCCGGTACGTAGGGAGAGAGTTTTTCCGCGGCGCACAACGCCG 9540 
  E  D  T  I  L  L  A  M   
                                         mbdM 
TTCTTGCAAAAAACAACCGACTCCGAGACGTGGCGTCCGGTCCAGGCGGCTCGTCCGAGA 9600 
AAGAACGTTTTTTGTTGGCTGAGGCTCTGCACCGCAGGCCAGGTCCGCCGAGCAGGCTCT 9600 
            
CATCACGCGCCGTCAGACTCTTGTGCGAAGCCCACGCCCGCAGCAACGAACCGTCGGGGC 9660 
GTAGTGCGCGGCAGTCTGAGAACACGCTTCGGGTGCGGGCGTCGTTGCTTGGCAGCCCCG 9660 
            
TGAAATGATCTTCCGACATCAGTTCGGCCAATTCGGCGACCACCACCACGCCACCGAACA 9720 
ACTTTACTAGAAGGCTGTAGTCAAGCCGGTTAAGCCGCTGGTGGTGGTGCGGTGGCTTGT 9720 
            
ACTCGCGCATCACGCTCTCCTTGAGGAGTCGATCGAGATTGGCGCTGAACGTCGAGCGAT 9780 
TGAGCGCGTAGTGCGAGAGGAACTCCTCAGCTAGCTCTAACCGCGACTTGCAGCTCGCTA 9780 
            
CACATACCGGACCGCCCAGCGTCTTGATCCGGCGCAACGGATGGTCAGGGCCAATTCGGC 9840 
GTGTATGGCCTGGCGGGTCGCAGAACTAGGCCGCGTTGCCTACCAGTCCCGGTTAAGCCG 9840 
            
CTTCGATATTTACGTAGCTGAACAAGGCGTTCTGTCCGTGGTCGATGCCGCGCGTCGGAA 9900 
GAAGCTATAAATGCATCGACTTGTTCCGCAAGACAGGCACCAGCTACGGCGCGCAGCCTT 9900 
            
TAATCAAGCTCGTAATGCGGACGTAATTATATCAACCGCACAATCAGCATCGATGCTGCG 9960 
ATTAGTTCGAGCATTACGCCTGCATTAATATAGTTGGCGTGTTAGTCGTAGCTACGACGC 9960 
            
AAATACATTAAATTAACACCCTGTTAAAGCCGATTACATCAATGAATGAATGAGTAAGTC 10020 
TTTATGTAATTTAATTGTGGGACAATTTCGGCTAATGTAGTTACTTACTTACTCATTCAG 10020 
            
GACTCTTGTCGAACCGAAATAGATCCTCTGATTCGATGCAGTCACCTGACATATTTACGG 10080 
CTGAGAACAGCTTGGCTTTATCTAGGAGACTAAGCTACGTCAGTGGACTGTATAAATGCC 10080 
            
GATAACATCACGCCCAATTTCCGTGCTGCGCGGGTCGTCATCTTCGCTCAACACGTGTTA 10140 
CTATTGTAGTGCGGGTTAAAGGCACGACGCGCCCAGCAGTAGAAGCGAGTTGTGCACAAT 10140 
                                                           *    
mbdW NotI 3´ 
GCGATTTTTCCAACGCGGAGGCCGCTTTTCCTGAAACGCGAGCAAACCTTCAAGCGCATC 10200 
CGCTAAAAAGGTTGCGCCTCCGGCGAAAAGGACTTTGCGCTCGTTTGGAAGTTCGCGTAG 10200 
  R  N  K  W  R  P  P  R  K  E  Q  F  A  L  L  G  E  L  A  D    
 
AACGCTATTGATGAGGTCTTGCCCACATATCTTTTCGAGTTCGTCGAGGCGTTCCATCAC 10260 
TTGCGATAACTACTCCAGAACGGGTGTATAGAAAAGCTCAAGCAGCTCCGCAAGGTAGTG 10260 
  V  S  N  I  L  D  Q  G  C  I  K  E  L  E  D  L  R  E  M  V    
                                                mbdW F1 
ACGGCGTGTCATAGCCCCGCGCGCCGCCTTGACGGCGAAGCGAAGTGCGTTGGTGCTGAG 10320 
TGCCGCACAGTATCGGGGCGCGCGGCGGAACTGCCGCTTCGCTTCACGCAACCACGACTC 10320 
  R  R  T  M  A  G  R  A  A  K  V  A  F  R  L  A  N  T  S  L    
 
CCCGGCCAGATGTTCATCAAAATAGGCGACCGCGGCAGCCACTGGGTCTTCTGCCACGCA 10380 
GGGCCGGTCTACAAGTAGTTTTATCCGCTGGCGCCGTCGGTGACCCAGAAGACGGTGCGT 10380 
  G  A  L  H  E  D  F  Y  A  V  A  A  A  V  P  D  E  A  V  C    
 
GTTGACGAGCCCGAGCCGCATCGCCTCTGGCGCTGAAACGCTGCGCCCGGAGAACAGCAA 10440 
CAACTGCTCGGGCTCGGCGTAGCGGAGACCGCGACTTTGCGACGCGGGCCTCTTGTCGTT 10440 
  N  V  L  G  L  R  M  A  E  P  A  S  V  S  R  G  S  F  L  L    
 
ATCGTCGGCAGCGCCCTGGCCGATGCGCTCGGGGAGAAGACAACTGGCGGCAGGTGCAAA 10500 
TAGCAGCCGTCGCGGGACCGGCTACGCGAGCCCCTCTTCTGTTGACCGCCGTCCACGTTT 10500 
  D  D  A  A  G  Q  G  I  R  E  P  L  L  C  S  A  A  P  A  F    
 
GAAACCCAACTTGATTTCAGGCTGACCGAATATTGCATCCTCTGCCGCGAAGATCAGACT 10560 
CTTTGGGTTGAACTAAAGTCCGACTGGCTTATAACGTAGGAGACGGCGCTTCTAGTCTGA 10560 
  F  G  L  K  I  E  P  Q  G  F  I  A  D  E  A  A  F  I  L  S    
 
GCCCGCAAGGGCGACCTCCATTCCCCCACCCAGACACTGGCCGCGCACCGCGACCAGTAT 10620 
CGGGCGTTCCCGCTGGAGGTAAGGGGGTGGGTCTGTGACCGGCGCGTGGCGCTGGTCATA 10620 
  G  A  L  A  V  E  M  G  G  G  L  C  Q  G  R  V  A  V  L  I    
 
CGGGCGCGGGAAATCGAGCATTCGCTTGATTAGGCCGTGAAGTACAGCGAGCATTCCTGT 10680 
GCCCGCGCCCTTTAGCTCGTAAGCGAACTAATCCGGCACTTCATGTCGCTCGTAAGGACA 10680 
  P  R  P  F  D  L  M  R  K  I  L  G  H  L  V  A  L  M  G  T    
 
CATCTGATCGGGGAAATGCTCCTCGATGCTCGCGCCGAAGCTGAAGTGCGGCCCAGCATG 10740 
GTAGACTAGCCCCTTTACGAGGAGCTACGAGCGCGGCTTCGACTTCACGCCGGGTCGTAC 10740 
  M  Q  D  P  F  H  E  E  I  S  A  G  F  S  F  H  P  G  A  H    
 
CTCGAGCAGCACCGCCGACAGATTGCGGTCCTCGGCATGCGCGTCGAGCGCCTGACTGAG 10800 
GAGCTCGTCGTGGCGGCTGTCTAACGCCAGGAGCCGTACGCGCAGCTCGCGGACTGACTC 10800 
  E  L  L  V  A  S  L  N  R  D  E  A  H  A  D  L  A  Q  S  L    
 
CGCTGCGATCATTTGAGCATCGACAATATTAGCTTTAGGACGGTTGAGCCGAAGCCGCAG 10860 
GCGACGCTAGTAAACTCGTAGCTGTTATAATCGAAATCCTGCCAACTCGGCTTCGGCGTC 10860 
  A  A  I  M  Q  A  D  V  I  N  A  K  P  R  N  L  R  L  R  L    
 
CAGCTTCGCGCCGCGGTCGAGCCGGACTTCAAGCGGTGTGTCGGTCATCTCTGGGGTCTC 10920 
GTCGAAGCGCGGCGCCAGCTCGGCCTGAAGTTCGCCACACAGCCAGTAGAGACCCCAGAG 10920 
  L  K  A  G  R  D  L  R  V  E  L  P  T  D  T  M   
                                                      mbdW NdeI 5´             mbdW 
CTCAGTTTCTAGTGTGGGGCATCAAGTTGTCGATCAGATCAGGCGTCCAGGGGGCGCCCT 10980 
GAGTCAAAGATCACACCCCGTAGTTCAACAGCTAGTCTAGTCCGCAGGTCCCCCGCGGGA 10980 
   *  N  R  T  H  P  M  L  N  D  I  L  D  P  T  W  P  A  G      
             
TGGCAAGGGCCTGCCGCAGAGCCACGAAATCGATTTCGCGCCCTGCTTCCTTGCTACCTT 11040 
ACCGTTCCCGGACGGCGTCTCGGTGCTTTAGCTAAAGCGCGGGACGAAGGAACGATGGAA 11040 
K  A  L  A  Q  R  L  A  V  F  D  I  E  R  G  A  E  K  S  G      
             
CGGCAAAAGCGCGAAAACCGGCGCAGGCTTCGGTCATCATGTTCAAAGCGAGCCAGGCGC 11100 
GCCGTTTTCGCGCTTTTGGCCGCGTCCGAAGCCAGTAGTACAAGTTTCGCTCGGTCCGCG 11100 
E  A  F  A  R  F  G  A  C  A  E  T  M  M  N  L  A  L  W  A      
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GGTTGTCTTCCTTGTTGCGGTTCCAGGCCTCGATCTTGGGTTTGCGCAGGGCTTCGAGGC 11160 
CCAACAGAAGGAACAACGCCAAGGTCCGGAGCTAGAACCCAAACGCGTCCCGAAGCTCCG 11160 
R  N  D  E  K  N  R  N  W  A  E  I  K  P  K  R  L  A  E  L      
mbdYmut XbaI 3´            
TCTTGGTCAGGCTATCCGGGAACATGGTCACGAACTTGGCGCACAGTTCTTCGACCTTGG 11220 
AGAACCAGTCCGATAGGCCCTTGTACCAGTGCTTGAACCGCGTGTCAAGAAGCTGGAACC 11220 
S  K  T  L  S  D  P  F  M  T  V  F  K  A  C  L  E  E  V  K      
             
CATCGAGCAGGCTCAGGTCAACCTCGCCGAGAGCGAGAAGCGCCTTTCCCTGCAGGAGCG 11280 
GTAGCTCGTCCGAGTCCAGTTGGAGCGGCTCTCGCTCTTCGCGGAAAGGGACGTCCTCGC 11280 
A  D  L  L  S  L  D  V  E  G  L  A  L  L  A  K  G  Q  L  L      
             
CCTCGCCAGTCTTCGGCTCGCCCAGTACCAATTCTCCGAACTCGTCGACGCAACGGTCGG 11340 
GGAGCGGTCAGAAGCCGAGCGGGTCATGGTTAAGAGGCTTGAGCAGCTGCGTTGCCAGCC 11340 
A  E  G  T  K  P  E  G  L  V  L  E  G  F  E  D  V  C  R  D      
             
TGACCACCAACGGATTGGGTACGAAATTGCCGTCCACCTTGAGGGCCGGCACCACGGCAG 11400 
ACTGGTGGTTGCCTAACCCATGCTTTAACGGCAGGTGGAACTCCCGGCCGTGGTGCCGTC 11400 
T  V  V  L  P  N  P  V  F  N  G  D  V  K  L  A  P  V  V  A      
             
TGATCATGCCGAGGCGGCGCGCCTTGTGGGCCGAGAGGGACTCGCATAGCGTGCCTACCG 11460 
ACTAGTACGGCTCCGCCGCGCGGAACACCCGGCTCTCCCTGAGCGTATCGCACGGATGGC 11460 
T  I  M  G  L  R  R  A  K  H  A  S  L  S  E  C  L  T  G  V      
             
CGAGTGCGGCTTCCGCACCGATCATCACCGGCAGGAAGTCCGTCGCCCCGCCGATCATCG 11520 
GCTCACGCCGAAGGCGTGGCTAGTAGTGGCCGTCCTTCAGGCAGCGGGGCGGCTAGTAGC 11520 
A  L  A  A  E  A  G  I  M  V  P  L  F  D  T  A  G  G  I  M      
             
CTCCCCCGTGCTTCGGACCGGCGAGTCCGAACAAGGCCAAGTCCTGGGCGATGGTGAAGT 11580 
GAGGGGGCACGAAGCCTGGCCGCTCAGGCTTGTTCCGGTTCAGGACCCGCTACCACTTCA 11580 
A  G  G  H  K  P  G  A  L  G  F  L  A  L  D  Q  A  I  T  F      
             
CGCAGGCCAATCCCAGTTCCTGAGCGCCGCCGGTGCGCATGCCGTTCACCCGGCAAATCA 11640 
GCGTCCGGTTAGGGTCAAGGACTCGCGGCGGCCACGCGTACGGCAAGTGGGCCGTTTAGT 11640 
D  C  A  L  G  L  E  Q  A  G  G  T  R  M  G  N  V  R  C  I      
             
CAGGTTTCTCGCACACCATGACCGCCGACACCGTATCATTGAACAGGCGCATGAATTGGC 11700 
GTCCAAAGAGCGTGTGGTACTGGCGGCTGTGGCATAGTAACTTGTCCGCGTACTTAACCG 11700 
V  P  K  E  C  V  M  V  A  S  V  T  D  N  F  L  R  M  F  Q      
             
GGAATTCCTGCGGGTTGCGGGCGTAGTAGCGGGCAAAATCCGTCGCGTTGCCGCCGGTGC 11760 
CCTTAAGGACGCCCAACGCCCGCATCATCGCCCGTTTTAGGCAGCGCAACGGCGGCCACG 11760 
R  F  E  Q  P  N  R  A  Y  Y  R  A  F  D  T  A  N  G  G  T      
             
AGAACGCTTTGCTGCCCGCGCCTGTCAGGACGACGCTGACGACATCCCGAGCGTTGCTGG 11820 
TCTTGCGAAACGACGGGCGCGGACAGTCCTGCTGCGACTGCTGTAGGGCTCGCAACGACC 11820 
C  F  A  K  S  G  A  G  T  L  V  V  S  V  V  D  R  A  N  S      
             
CTGTCTTCAACGCCCACTGGATGCCCTTGAGCATGTCGACGCTGTAGGAGTTGAACTGCG 11880 
GACAGAAGTTGCGGGTGACCTACGGGAACTCGTACAGCTGCGACATCCTCAACTTGACGC 11880 
A  T  K  L  A  W  Q  I  G  K  L  M  D  V  S  Y  S  N  F  Q      
                               mbdYmut HindIII 5´           
CCTGATTGTCGATGGTGATCCAGGCGTGGTAGATACCCTGGGCCAGGTCGCCGCGCGGCG 11940 
GGACTAACAGCTACCACTAGGTCCGCACCATCTATGGGACCCGGTCCAGCGGCGCGCCGC 11940 
A  Q  N  D  I  T  I  W  A  H  Y  I  G  Q  A  L  D  G  R  P      
             
TTCTCGCCGGGCGTTTTTCATAGGCGACGCCCGGCACTACGACGTCGGGAGCCACCCCGT 12000 
AAGAGCGGCCCGCAAAAAGTATCCGCTGCGGGCCGTGATGCTGCAGCCCTCGGTGGGGCA 12000 
T  R  A  P  R  K  E  Y  A  V  G  P  V  V  V  D  P  A  V  G      
             
GATCGGTCAACTGCCTGGGTGCCCTGTGGCGCGCAATCTGGTCAGTAACGCTTCTCATGG 12060 
CTAGCCAGTTGACGGACCCACGGGACACCGCGCGTTAGACCAGTCATTGCGAAGAGTACC 12060 
H  D  T  L  Q  R  P  A  R  H  R  A  I  Q  D  T  V  S  R  M      
                                                     mbdY 
TCGATTCTCGAATAGCATTCGTCTAGGGAACCAGCACTGCGCGGCGCACCAAGCGGCGGT 12120 
AGCTAAGAGCTTATCGTAAGCAGATCCCTTGGTCGTGACGCGCCGCGTGGTTCGCCGCCA 12120 
                        *  P  V  L  V  A  R  R  V  L  R  R      
             
CGTGTGCCGCCTGGAAGACCTCGTTGATCAGGTCCAGGGGCAACTCCTCCACGAACGGCG 12180 
GCACACGGCGGACCTTCTGGAGCAACTAGTCCAGGTCCCCGTTGAGGAGGTGCTTGCCGC 12180 
D  H  A  A  Q  F  V  E  N  I  L  D  L  P  L  E  E  V  F  P      
             
CGATCTTCACCTTGTCCTCCAGCACAAGGTCGAGGGCAGGGGCGTAGTTCTTGAGCAGGC 12240 
GCTAGAAGTGGAACAGGAGGTCGTGTTCCAGCTCCCGTCCCCGCATCAAGAACTCGTCCG 12240 
A  I  K  V  K  D  E  L  V  L  D  L  A  P  A  Y  N  K  L  L      
             
ATCCCCAGTTGCCGAGCGCGCGGGCATGCAGTGCCATGAAATTGGAAAGCCGCACTTCGA 12300 
TAGGGGTCAACGGCTCGCGCGCCCGTACGTCACGGTACTTTAACCTTTCGGCGTGAAGCT 12300 
C  G  W  N  G  L  A  R  A  H  L  A  M  F  N  S  L  R  V  E      
             
CCTTGTCCAGGGTGAAGCCAACCACGCAGAGGGTGCCGCCGCGCACCAGCAGGCTGAAGG 12360 
GGAACAGGTCCCACTTCGGTTGGTGCGTCTCCCACGGCGGCGCGTGGTCGTCCGACTTCC 12360 
V  K  D  L  T  F  G  V  V  C  L  T  G  G  R  V  L  L  S  F      
             
CGCTTTCCTGGCCGGCGCGCGTGCCCGAGCACTCGAAGATGGTCCATTCGATGGGGCGCA 12420 
GCGAAAGGACCGGCCGCGCGCACGGGCTCGTGAGCTTCTACCAGGTAAGCTACCCCGCGT 12420 
A  S  E  Q  G  A  R  T  G  S  C  E  F  I  T  W  E  I  P  R      
             
ATCCGCGCTCCCGCGCAAACGCCGCGATGCGCTTCTTCTGTTCGCGGCTGTCGACTTCCC 12480 
TAGGCGCGAGGGCGCGTTTGCGGCGCTACGCGAAGAAGACAAGCGCCGACAGCTGAAGGG 12480 
L  G  R  E  R  A  F  A  A  I  R  K  K  Q  E  R  S  D  V  E      
             
GGGCGTTCAGGGTTAGGGCGGCACCGTAATCGGCAATCATTTTCAGCTTGGCCGGATCGA 12540 
CCCGCAAGTCCCAATCCCGCCGTGGCATTAGCCGTTAGTAAAAGTCGAACCGGCCTAGCT 12540 
R  A  N  L  T  L  A  A  G  Y  D  A  I  M  K  L  K  A  P  D      
             
CATCGATCGCGACGACTGTCGCACCCATCGCGCGGGCAATCTGTACGCAATAACCCCCTA 12600 
GTAGCTAGCGCTGCTGACAGCGTGGGTAGCGCGCCCGTTAGACATGCGTTATTGGGGGAT 12600 
V  D  I  A  V  V  T  A  G  M  A  R  A  I  Q  V  C  Y  G  G      
             
CCCCACCGACGCCGTTGACGATAGCTATGTCGCCCGGCCCCAAGCCAGATTGCAGCACTG 12660 
GGGGTGGCTGCGGCAACTGCTATCGATACAGCGGGCCGGGGTTCGGTCTAACGTCGTGAC 12660 
V  G  G  V  G  N  V  I  A  I  D  G  P  G  L  G  S  Q  L  V      
                                   mbdX R1 
CCTGGTACGGCGTCGTCACAGCATCCGCGACCACGGCCACCGATGCCAGCGACAGCCCGA 12720 
GGACCATGCCGCAGCAGTGTCGTAGGCGCTGGTGCCGGTGGCTACGGTCGCTGTCGGGCT 12720 
A  Q  Y  P  T  T  V  A  D  A  V  V  A  V  S  A  L  S  L  G      
             
CATCGCGCAGTCGCGACTCGTCGACCGGCACGAGACCTCGAGCTGGCACCCGGATATGCG 12780 
GTAGCGCGTCAGCGCTGAGCAGCTGGCCGTGCTCTGGAGCTCGACCGTGGGCCTATACGC 12780 
V  D  R  L  R  S  E  D  V  P  V  L  G  R  A  P  V  R  I  H      
             
TGGCGAAGCCTCCATCGATATCGTTGCCAGGCATCCTTTCGTTGCTACAGAGAGTGCCCT 12840 
ACCGCTTCGGAGGTAGCTATAGCAACGGTCCGTAGGAAAGCAACGATGTCTCTCACGGGA 12840 
T  A  F  G  G  D  I  D  N  G  P  M  R  E  N  S  C  L  T  G      
             
TGCCACGTTTGCAGGGATCGCACTCGCCGCATTGGAACATCGCCGGCACGATGACCGCGC 12900 
ACGGTGCAAACGTCCCTAGCGTGAGCGGCGTAACCTTGTAGCGGCCGTGCTACTGGCGCG 12900 
K  G  R  K  C  P  D  C  E  G  C  Q  F  M  A  P  V  I  V  A      
             
GACGCATCCACTCGTCGGCGCCCTTACCGGCCGCCACCACATGGCCGCTGATTTCATGGC 12960 
CTGCGTAGGTGAGCAGCCGCGGGAATGGCCGGCGGTGGTGTACCGGCGACTAAAGTACCG 12960 
R  R  M  W  E  D  A  G  K  G  A  A  V  V  H  G  S  I  E  H      
             
CAAGCGTCAATGGCAGCGGATGATTTGTGCGTACCCCATCGTAGTAGAAACCGAGATCGG 13020 
GTTCGCAGTTACCGTCGCCTACTAAACACGCATGGGGTAGCATCATCTTTGGCTCTAGCC 13020 
G  L  T  L  P  L  P  H  N  T  R  V  G  D  Y  Y  F  G  L  D      
             
TGTGACAGACGCCGCAGCCCGCCACTTCGATAACGACCTCGCCCGGTCCAGGAGCGCCCG 13080 
ACACTGTCTGCGGCGTCGGGCGGTGAAGCTATTGCTGGAGCGGGCCAGGTCCTCGCGGGC 13080 
T  H  C  V  G  C  G  A  V  E  I  V  V  E  G  P  G  P  A  G      
             
GGTCGAACAATTCCCGTTCCATAGGCTGGCCGACCGCCTTCATCACCCAGCGATATGCTT 13140 
CCAGCTTGTTAAGGGCAAGGTATCCGACCGGCTGGCGGAAGTAGTGGGTCGCTATACGAA 13140 
P  D  F  L  E  R  E  M  P  Q  G  V  A  K  M  V  W  R  Y  A      
             
GAATCGCCATGAAAGACCTCCACAAATACTAGTTGGCTAGGATGTTGAATATCCCAAAAA 13200 
CTTAGCGGTACTTTCTGGAGGTGTTTATGATCAACCGATCCTACAACTTATAGGGTTTTT 13200 
Q  I  A  M   
           mbdX 
AACACAGCCCGCTTCCCCTCACGGGCGCGCCGCGATTACTTTGCTTTGTCGTCCCCGTAG 13260 
TTGTGTCGGGCGAAGGGGAGTGCCCGCGCGGCGCTAATGAAACGAAACAGCAGGGGCATC 13260 
                                     *  K  A  K  D  D  G  Y     
           
ATGTAGAAACCCTTCCCGGACTTCTTCCCCCACTCGCCACGCTCGTACATCTCCTTCAGA 13320 
TACATCTTTGGGAAGGGCCTGAAGAAGGGGGTGAGCGGTGCGAGCATGTAGAGGAAGTCT 13320 
 I  Y  F  G  K  G  S  K  K  G  W  E  G  R  E  Y  M  E  K  L     
           
AGGCGGTTAGGTTTGGCCGATTCGACGCTGGTCTCTTCGTATTCATCCATACGTGCCAGA 13380 
TCCGCCAATCCAAACCGGCTAAGCTGCGACCAGAGAAGCATAAGTAGGTATGCACGGTCT 13380 
 L  R  N  P  K  A  S  E  V  S  T  E  E  Y  E  D  M  R  A  L     
           
TACGACACGTCGATTCCGGTCGTATCGAGCAGGCGCAGGGGCCCCATCGGGTGCCCAAGC 13440 
ATGCTGTGCAGCTAAGGCCAGCATAGCTCGTCCGCGTCCCCGGGGTAGCCCACGGGTTCG 13440 
 Y  S  V  D  I  G  T  T  D  L  L  R  L  P  G  M  P  H  G  L     
            orf4 F1 
CCCTTGGTCACGGCAAGATCGATGTCCTCGGCCGAGGCGTAACCCTCCTCGTAGAGGCTG 13500 
GGGAACCAGTGCCGTTCTAGCTACAGGAGCCGGCTCCGCATTGGGAGGAGCATCTCCGAC 13500 
 G  K  T  V  A  L  D  I  D  E  A  S  A  Y  G  E  E  Y  L  S     
           
ACCGCCTCACGCGTCAGCGCCCGGAAGATGCGGTTGACGATGAACCCCGGGATTTCCTTG 13560 
TGGCGGAGTGCGCAGTCGCGGGCCTTCTACGCCAACTGCTACTTGGGGCCCTAAAGGAAC 13560 
 V  A  E  R  T  L  A  R  F  I  R  N  V  I  F  G  P  I  E  K     
           
CGCAGCACCACCGGGGTCTTTCCGATGCTGCGGCAAAACGCTAGCACCTCTTCAATGATC 13620 
GCGTCGTGGTGGCCCCAGAAAGGCTACGACGCCGTTTTGCGATCGTGGAGAAGTTACTAG 13620 
 R  L  V  V  P  T  K  G  I  S  R  C  F  A  L  V  E  E  I  I     
           
TCTGCCGGCACAGCGGGATGCACTACGACCTCCACTAGTTCCATCACGAGTGCCGGGTTG 13680 
AGACGGCCGTGTCGCCCTACGTGATGCTGGAGGTGATCAAGGTAGTGCTCACGGCCCAAC 13680 
 E  A  P  V  A  P  H  V  V  V  E  V  L  E  M  V  L  A  P  N     
           
AAGAAATGTATGTTAAGCACTCGCTGCGGTCGCGCGGTGACTCCTGCCAAGCGTGAGCCC 13740 
TTCTTTACATACAATTCGTGAGCGACGCCAGCGCGCCACTGAGGACGGTTCGCACTCGGG 13740 
 F  F  H  I  N  L  V  R  Q  P  R  A  T  V  G  A  L  R  S  G     
           
CGGATATTCGAGCTGTTGGTGCCGAAAATCGTCTGCGGCGGACAAAGTCGATCGAGTGTG 13800 
GCCTATAAGCTCGACAACCACGGCTTTTAGCAGACGCCGCCTGTTTCAGCTAGCTCACAC 13800 
 R  I  N  S  S  N  T  G  F  I  T  Q  P  P  C  L  R  D  L  T     
           
CGGAACAGTTCAGCCTTCGGTTCGAATTTTTCGACGATGGCTTCGATTATCAGATCAGCA 13860 
GCCTTGTCAAGTCGGAAGCCAAGCTTAAAAAGCTGCTACCGAAGCTAATAGTCTAGTCGT 13860 
 R  F  L  E  A  K  P  E  F  K  E  V  I  A  E  I  I  L  D  A     
           
TCGGCGGCAGCGGCCAAGTCCGGCGCCAAATCGAGATTGCCGAGCGCCGTAGCCCTCTGC 13920 
AGCCGCCGTCGCCGGTTCAGGCCGCGGTTTAGCTCTAACGGCTCGCGGCATCGGGAGACG 13920 
 D  A  A  A  A  L  D  P  A  L  D  L  N  G  L  A  T  A  R  Q     
           
TCGCTGCTGATGCGCCCCTTGGCGACGCGCTTGTCCAAATGCTCTCGAACGAAGTCCGCC 13980 
AGCGACGACTACGCGGGGAACCGCTGCGCGAACAGGTTTACGAGAGCTTGCTTCAGGCGG 13980 
 E  S  S  I  R  G  K  A  V  R  K  D  L  H  E  R  V  F  D  A     
           
GCCTGCTCCAGACTTTCCTTGCGGCTGTCGTTGAGTACCGTTTTCAGGCCGCTGAGTGCG 14040 
CGGACGAGGTCTGAAAGGAACGCCGACAGCAACTCATGGCAAAAGTCCGGCGACTCACGC 14040 
 A  Q  E  L  S  E  K  R  S  D  N  L  V  T  K  L  G  S  L  A     
           
CACTGCAGCGCTATCTGCCGCCCCATGGCCCCTGCCCCGATGACCGCGATCTTTTCCATG 14100 
GTGACGTCGCGATAGACGGCGGGGTACCGGGGACGGGGCTACTGGCGCTAGAAAAGGTAC 14100 
 C  Q  L  A  I  Q  R  G  M  A  G  A  G  I  V  A  I  K  E  M     
                                                        orf4 
ACCTTATTCTCTCAAGAGTGCGCCGGCTTGCGCCCGGCAAATTGGGAGACGCCTTCCTTG 14160 
TGGAATAAGAGAGTTCTCACGCGGCCGAACGCGGGCCGTTTAACCCTCTGCGGAAGGAAC 14160 
             *  S  H  A  P  K  R  G  A  F  Q  S  V  G  E  K     
           
CGTTCCTTCGCTGCGTAGCAACCATTGGATATGTCGATATCGAACGACTCGGAATGCTCC 14220 
GCAAGGAAGCGACGCATCGTTGGTAACCTATACAGCTATAGCTTGCTGAGCCTTACGAGG 14220 
 R  E  K  A  A  Y  C  G  N  S  I  D  I  D  F  S  E  S  H  E     
           
ATATCGAGCGCATGATCCATGCAGCGCTTGGCACCCCGGACGGCCACTTGGACGTTGCCC 14280 
TATAGCTCGCGTACTAGGTACGTCGCGAACCGTGGGGCCTGCCGGTGAACCTGCAACGGG 14280 
 M  D  L  A  H  D  M  C  R  K  A  G  R  V  A  V  Q  V  N  G     
           
CGGATGCATTGCGCCATTTCCAGCGCCTGCGGCATCAGTTCCTCGCCGGAGACGATACGG 14340 
GCCTACGTAACGCGGTAAAGGTCGCGGACGCCGTAGTCAAGGAGCGGCCTCTGCTATGCC 14340 
 R  I  C  Q  A  M  E  L  A  Q  P  M  L  E  E  G  S  V  I  R     
           
TTAATCACCCCCATTCGCTCCGCCGCGACCGCGTCGAAGGTGGATGCGGTCAGAATCAGT 14400 
AATTAGTGGGGGTAAGCGAGGCGGCGCTGGCGCAGCTTCCACCTACGCCAGTCTTAGTCA 14400 
 N  I  V  G  M  R  E  A  A  V  A  D  F  T  S  A  T  L  I  L     
           
TCCTTAGCTCGCGCAGCGCCGATCAACTTCGGCAGCTTGCGGCACCCCCCCGCCGCTGGG 14460 
AGGAATCGAGCGCGTCGCGGCTAGTTGAAGCCGTCGAACGCCGTGGGGGGGCGGCGACCC 14460 
 E  K  A  R  A  A  G  I  L  K  P  L  K  R  C  G  G  A  A  P     
           
ATCAAACCCCATTTCACCTCAGGCAAACCGAAGGTCGAGCGCGGCGTGGCGAATATCAGG 14520 
TAGTTTGGGGTAAAGTGGAGTCCGTTTGGCTTCCAGCTCGCGCCGCACCGCTTATAGTCC 14520 
 I  L  G  W  K  V  E  P  L  G  F  T  S  R  P  T  A  F  I  L     
           
TCGCAGGCCAGTGCGATTTCGAAACCCCCGGCCAAGCAATGGCCATCGACCACGGCGATG 14580 
AGCGTCCGGTCACGCTAAAGCTTTGGGGGCCGGTTCGTTACCGGTAGCTGGTGCCGCTAC 14580 
 D  C  A  L  A  I  E  F  G  G  A  L  C  H  G  D  V  V  A  I     
           
GACGGTTTGCGCTTGGCCTCAAACTCGCTGTACATCGGGAACATCTCTTCGAGGCGCAAG 14640 
CTGCCAAACGCGAACCGGAGTTTGAGCGACATGTAGCCCTTGTAGAGAAGCTCCGCGTTC 14640 
 S  P  K  R  K  A  E  F  E  S  Y  M  P  F  M  E  E  L  R  L     
           
ACGGCGGCTTCCTCGTCGCTCAGGGTCTGGCGCTCCTTGAGGTCGATGCCGACACAAAAA 14700 
TGCCGCCGAAGGAGCAGCGAGTCCCAGACCGCGAGGAACTCCAGCTACGGCTGTGTTTTT 14700 
 V  A  A  E  E  D  S  L  T  Q  R  E  K  L  D  I  G  V  C  F     
           
Anexo 
 
 135 
GCCTTGCCGCCCGAGCCAGCGACGATGATCACATCGACAGCCTCGTCGCTCTCCACGTCC 14760 
CGGAACGGCGGGCTCGGTCGCTGCTACTAGTGTAGCTGTCGGAGCAGCGAGAGGTGCAGG 14760 
 A  K  G  G  S  G  A  V  I  I  V  D  V  A  E  D  S  E  V  D     
           
CGAATCGCATCGCGCAGCTTGCGCACCATCGCGCGATTGATGGCGTTCATGGCCTCAGGG 14820 
GCTTAGCGTAGCGCGTCGAACGCGTGGTAGCGCGCTAACTACCGCAAGTACCGGAGTCCC 14820 
 R  I  A  D  R  L  K  R  V  M  A  R  N  I  A  N  M  A  E  P     
           
CGATTGAGCGTCACGATCGCGATTCCGTCGCTTCGCTTTTTCAGCACGATTTCGTTTGCC 14880 
GCTAACTCGCAGTGCTAGCGCTAAGGCAGCGAAGCGAAAAAGTCGTGCTAAAGCAAACGG 14880 
 R  N  L  T  V  I  A  I  G  D  S  R  K  K  L  V  I  E  N  A     
           
ATGGCCGTCCCATCAAGATTCGCGGCGGATCACGATGGCTGTGGTGACCCCGCCGCCACC 14940 
TACCGGCAGGGTAGTTCTAAGCGCCGCCTAGTGCTACCGACACCACTGGGGCGGCGGTGG 14940 
 M            *  S  E  R  R  I  V  I  A  T  T  V  G  G  G  G    
orf3 
GCAGATCGACGCTACGCCCAATTCGCCGTTCTCGCGCTGCAATATGTTGCCGAGCGTCAT 15000 
CGTCTAGCTGCGATGCGGGTTAAGCGGCAAGAGCGCGACGTTATACAACGGCTCGCAGTA 15000 
  C  I  S  A  V  G  L  E  G  N  E  R  Q  L  I  N  G  L  T  M    
 
TAACAGCCGTGCACCGGACATACCTGTCGGGTGGCTGAGTGCAATCGCCCCCCCGTACAC 15060 
ATTGTCGGCACGTGGCCTGTATGGACAGCCCACCGACTCACGTTAGCGGGGGGGCATGTG 15060 
  L  L  R  A  G  S  M  G  T  P  H  S  L  A  I  A  G  G  Y  V    
 
GTTAACCTTGGCTCGGTCCCAGCGGAGCACGCGCTCGTTCGCGAGCATCTGCGCAGCGAA 15120 
CAATTGGAACCGAGCCAGGGTCGCCTCGTGCGCGAGCAAGCGCTCGTAGACGCGTCGCTT 15120 
  N  V  K  A  R  D  W  R  L  V  R  E  N  A  L  M  Q  A  A  F    
 
TGCCTCGTTGACCTCAATGAAGTCAATGTCGCTCAGCGTCATGCCTGCCTTCTTCAACAC 15180 
ACGGAGCAACTGGAGTTACTTCAGTTACAGCGAGTCGCAGTACGGACGGAAGAAGTTGTG 15180 
  A  E  N  V  E  I  F  D  I  D  S  L  T  M  G  A  K  K  L  V    
 
CATGGGAATCGCAAGACCGGGCCCATCGCCCATGTGAGCAGGCTCTACTGCAGTCTGCGC 15240 
GTACCCTTAGCGTTCTGGCCCGGGTAGCGGGTACACTCGTCCGAGATGACGTCAGACGCG 15240 
  M  P  I  A  L  G  P  G  D  G  M  H  A  P  E  V  A  T  Q  A    
 
CGACGCCACCAGGGAAAACATGGGCGGGCGTCCCAGGAATTTGGCCATAGCGCGCGTGGT 15300 
GCTGCGGTGGTCCCTTTTGTACCCGCCCGCAGGGTCCTTAAACCGGTATCGCGCGCACCA 15300 
  S  A  V  L  S  F  M  P  P  R  G  L  F  K  A  M  A  R  T  T    
 
CAGCACGATTGCGCAAGCGCCATCGCCCATGCTGCAGGCGTTGCCTGCCGTCACGCTGCC 15360 
GTCGTGCTAACGCGTTCGCGGTAGCGGGTACGACGTCCGCAACGGACGGCAGTGCGACGG 15360 
  L  V  I  A  C  A  G  D  G  M  S  C  A  N  G  A  T  V  S  G    
 
ATCTTTCTTGAAGACCGGTTTGAGCTTCGCCAAGCTCTCCAAGCTGGTGTCTGGCCGAAT 15420 
TAGAAAGAACTTCTGGCCAAACTCGAAGCGGTTCGAGAGGTTCGACCACAGACCGGCTTA 15420 
  D  K  K  F  V  P  K  L  K  A  L  S  E  L  S  T  D  P  R  I    
 
CGCCTCGTCAAGGAAAAGCGTCATTTCGTCCTGGCTTCGTGTCGCCGGCAACGTCACAGG 15480 
GCGGAGCAGTTCCTTTTCGCAGTAAAGCAGGACCGAAGCACAGCGGCCGTTGCAGTGTCC 15480 
  A  E  D  L  F  L  T  M  E  D  Q  S  R  T  A  P  L  T  V  P    
 
AACGATCTCGCTCGCGGTGAGCCCGCCGCGCCGCGCCTTGGCCGCTCCATCGTGCGAGGC 15540 
TTGCTAGAGCGAGCGCCACTCGGGCGGCGCGGCGCGGAACCGGCGAGGTAGCACGCTCCG 15540 
  V  I  E  S  A  T  L  G  G  R  R  A  K  A  A  G  D  H  S  A    
 
GAGCGCAAACTCGTCCATTTCCTCGCGGGTGATGCCGTACTTGGCCACAAGATTCTCCGC 15600 
CTCGCGTTTGAGCAGGTAAAGGAGCGCCCACTACGGCATGAACCGGTGTTCTAAGAGGCG 15600 
  L  A  F  E  D  M  E  E  R  T  I  G  Y  K  A  V  L  N  E  A    
 
CGTCATGCCCATGCCAAAGCCGCACAAGGGATCGAGCGTATCCGCCCAACCGTCAAGCAG 15660 
GCAGTACGGGTACGGTTTCGGCGTGTTCCCTAGCTCGCATAGGCGGGTTGGCAGTTCGTC 15660 
  T  M  G  M  G  F  G  C  L  P  D  L  T  D  A  W  G  D  L  L    
 
GGTCTTGTCACCGAGCTTGAACCCTTCCCAGCGGACGTTCTTCAGCAAGTACGGCATGGT 15720 
CCAGAACAGTGGCTCGAACTTGGGAAGGGTCGCCTGCAAGAAGTCGTTCATGCCGTACCA 15720 
  T  K  D  G  L  K  F  G  E  W  R  V  N  K  L  L  Y  P  M  T    
 
GCTCATCGATTCCATGCCCCCGGCGACAATGAATCGAGCATTACCGCTGCCAAGCTCCTG 15780 
CGAGTAGCTAAGGTACGGGGGCCGCTGTTACTTAGCTCGTAATGGCGACGGTTCGAGGAC 15780 
  S  M  S  E  M  G  G  A  V  I  F  R  A  N  G  S  G  L  E  Q    
 
GGCGGCGAGCATCACGGATTTCATGCCTGAGGGGCAGGCCATATTGACTGTGAAGGAAGG 15840 
CCGCCGCTCGTAGTGCCTAAAGTACGGACTCCCCGTCCGGTATAACTGACACTTCCTTCC 15840 
  A  A  L  M  V  S  K  M  G  S  P  C  A  M  N  V  T  F  S  P    
 
CGCTTCAACCGGGATGCCGCCCTTCACCGCCGCGGTGCGCGCAGGATTGGGACCATTTCC 15900 
GCGAAGTTGGCCCTACGGCGGGAAGTGGCGGCGCCACGCGCGTCCTAACCCTGGTAAAGG 15900 
  A  E  V  P  I  G  G  K  V  A  A  T  R  A  P  N  P  G  N  G    
 
GGCCTGCCGGCAGTTGGCAAAGATCAACTGGTCAATCTGATCGGAGGGCAGTGCGGCACG 15960 
CCGGACGGCCGTCAACCGTTTCTAGTTGACCAGTTAGACTAGCCTCCCGTCACGCCGTGC 15960 
  A  Q  R  C  N  A  F  I  L  Q  D  I  Q  D  S  P  L  A  A  R    
 
CTCGAGAGCCGCCCGAATAGCGATCGCACCCAGTTCCCATACAGGAACTTCGCGCAAGCT 16020 
GAGCTCTCGGCGGGCTTATCGCTAGCGTGGGTCAAGGGTATGTCCTTGAAGCGCGTTCGA 16020 
  E  L  A  A  R  I  A  I  A  G  L  E  W  V  P  V  E  R  L  S    
 
GCCGCCAAAACTGCCAAGCGGCGTGCGAGCGGCGCTGATTGCAACAATATCGTTTTCGCT 16080 
CGGCGGTTTTGACGGTTCGCCGCACGCTCGCCGCGACTAACGTTGTTATAGCAAAAGCGA 16080 
  G  G  F  S  G  L  P  T  R  A  A  S  I  A  V  I  D  N  E  S    
 
GGTCGTCATTTCCGGTTTCCGGCTACAGCCCATACACGGCCGCAGCGTTCCCGTGCAGGA 16140 
CCAGCAGTAAAGGCCAAAGGCCGATGTCGGGTATGTGCCGGCGTCGCAAGGGCACGTCCT 16140 
  T  T  M               *  L  G  Y  V  A  A  A  N  G  H  L      
      orf2    
TCTTCTGCGCCACCTTTTCGCTCAGACCGAGGTCGTTCTTGATGCATGCAATGGACTCGC 16200 
AGAAGACGCGGTGGAAAAGCGAGTCTGGCTCCAGCAAGAACTACGTACGTTACCTGAGCG 16200 
I  K  Q  A  V  K  E  S  L  G  L  D  N  K  I  C  A  I  S  E      
             
TATGCAGGACGGCCGGGTAATTCGTCCCGTAGATGACCTTGTTCTGGCCGCGGGTCTTCA 16260 
ATACGTCCTGCCGGCCCATTAAGCAGGGCATCTACTGGAACAAGACCGGCGCCCAGAAGT 16260 
S  H  L  V  A  P  Y  N  T  G  Y  I  V  K  N  Q  G  R  T  K      
             
TGAAGTGGATCAGGGTGGGCTCGAGATATTTGGGATGGTGTGCATCGATGCCCAGATAGA 16320 
ACTTCACCTAGTCCCACCCGAGCTCTATAAACCCTACCACACGTAGCTACGGGTCTATCT 16320 
M  F  H  I  L  T  P  E  L  Y  K  P  H  H  A  D  I  G  L  Y      
             
CGTTCTCGTGCTTCCAGGCGAGCGAGATCATCTCCTCCGTCCAAGGCCATCCCGTATGGG 16380 
GCAAGAGCACGAAGGTCCGCTCGCTCTAGTAGAGGAGGCAGGTTCCGGTAGGGCATACCC 16380 
V  N  E  H  K  W  A  L  S  I  M  E  E  T  W  P  W  G  T  H      
             
CGCCGATCAGCTTCAGCTCGGGAAAATCAAGCGCGACGATGTCCAGGTAGATCGGACGCC 16440 
GCGGCTAGTCGAAGTCGAGCCCTTTTAGTTCGCGCTGCTACAGGTCCATCTAGCCTGCGG 16440 
A  G  I  L  K  L  E  P  F  D  L  A  V  I  D  L  Y  I  P  R      
             
CCAATTCGTTCGGCATATGCTCGGCCGAATGACCCACCTGCATGGACACCGGAATACCCA 16500 
GGTTAAGCAAGCCGTATACGAGCCGGCTTACTGGGTGGACGTACCTGTGGCCTTATGGGT 16500 
G  L  E  N  P  M  H  E  A  S  H  G  V  Q  M  S  V  P  I  G      
             
GCTCGACGCATTTGGCGTACAAGGGGTAGTAGAGGCGATCGTTCAGAGGAATGCCAAAGC 16560 
CGAGCTGCGTAAACCGCATGTTCCCCATCATCTCCGCTAGCAAGTCTCCTTACGGTTTCG 16560 
L  E  V  C  K  A  Y  L  P  Y  Y  L  R  D  N  L  P  I  G  F      
             
CGTAAGTATGGATGTAGACGCCCTTGAACCCGAACTCCTTCACGGCCCGCTCCACCCTGC 16620 
GCATTCATACCTACATCTGCGGGAACTTGGGCTTGAGGAAGTGCCGGGCGAGGTGGGACG 16620 
G  Y  T  H  I  Y  V  G  K  F  G  F  E  K  V  A  R  E  V  R      
             
GTACGCTTTCCAATTTCTGCAGGGGATTGAACCCGCACAGGCCTACCAGGCGATCCGGAT 16680 
CATGCGAAAGGTTAAAGACGTCCCCTAACTTGGGCGTGTCCGGATGGTCCGCTAGGCCTA 16680 
R  V  S  E  L  K  Q  L  P  N  F  G  C  L  G  V  L  R  D  P      
             
ATTGACTGACTACGGCATGCACTTCCTCCTCAGTGATGTCCCAGACCATGGTCTTTTTCT 16740 
TAACTGACTGATGCCGTACGTGAAGGAGGAGTCACTACAGGGTCTGGTACCAGAAAAAGA 16740 
Y  Q  S  V  V  A  H  V  E  E  E  T  I  D  W  V  M  T  K  K      
             
GATAGGACATCATGCGGATCGCGGGTATGAACGCCTTGTCGAGACCTGCCTCATCCATCA 16800 
CTATCCTGTAGTACGCCTAGCGCCCATACTTGCGGAACAGCTCTGGACGGAGTAGGTAGT 16800 
Q  Y  S  M  M  R  I  A  P  I  F  A  K  D  L  G  A  E  D  M     F5 
             
TGGCAATGAACTCGCCGACGGACTTGCCCTGGATGCGCTCTTCCATCCGCCACCACTTGA 16860 
ACCGTTACTTGAGCGGCTGCCTGAACGGGACCTACGCGAGAAGGTAGGCGGTGGTGAACT 16860 
M  A  I  F  E  G  V  S  K  G  Q  I  R  E  E  M  R  W  W  K     F5 
             
TGAGTCGTAGCATTTCCGGCTGTCCATACCACCACTTATCAATGGCTTCCGACGTGAACA 16920 
ACTCAGCATCGTAAAGGCCGACAGGTATGGTGGTGAATAGTTACCGAAGGCTGCACTTGT 16920 
I  L  R  L  M  E  P  Q  G  Y  W  W  K  D  I  A  E  S  T  F     F5 
orf1 R1        
GATTGCAGTGAAAATCGATTGCCATGTTTTCTCCCTCGGTAACCGGCAGCAATTTCGTTA 16980 
CTAACGTCACTTTTAGCTAACGGTACAAAAGAGGGAGCCATTGGCCGTCGTTAAAGCAAT 16980 
L  N  C  H  F  D  I  A  M  
                                               orf1 
TCGACGGACACGCTCGTCCGTTCGGCAGGTCAACGTCATCCCCCGCATGCACGAGGCTAA 17040 
AGCTGCCTGTGCGAGCAGGCAAGCCGTCCAGTTGCAGTAGGGGGCGTACGTGCTCCGATT 17040 
            
AGTGCTCGCCGCCAATGCCTTCTTGCGTATACTATACAGTCGGTTTGTCTTGTCAACGTA 17100 
TCACGAGCGGCGGTTACGGAAGAACGCATATGATATGTCAGCCAAACAGAACAGTTGCAT 17100 
            
CAGTCCCATTTTTATTACAACACCTAACGATGCGCTCAACCACGTGCGCCCCCTCCCGTC 17160 
GTCAGGGTAAAAATAATGTTGTGGATTGCTACGCGAGTTGGTGCACGCGGGGGAGGGCAG 17160 
            
GGAACTGCTCGCCGTAGCAGGTTCCAGCTCCGCTACGGCGGCGGACCAAGGTCGGATTCT 17220 
CCTTGACGAGCGGCATCGTCCAAGGTCGAGGCGATGCCGCCGCCTGGTTCCAGCCTAAGA 17220 
            
CCACTTCAGCGGGCAATGAAACAAACCCAAGAACAACGAAACTGCGCGTCACCTCGCCTG 17280 
GGTGAAGTCGCCCGTTACTTTGTTTGGGTTCTTGTTGCTTTGACGCGCAGTGGAGCGGAC 17280 
            
CTTAACGAACACAGCTACAGAATCGCCGAGCACTTCTTTACATCCTGCACAGTTTTCGCT 17340 
GAATTGCTTGTGTCGATGTCTTAGCGGCTCGTGAAGAAATGTAGGACGTGTCAAAAGCGA 17340 
            
TAAGGCCCTAAGATCGAGCGGCTTCGTTCGAACCTCGAAACCTAGTTCCAGGTAAGAATC 17400 
ATTCCGGGATTCTAGCTCGCCGAAGCAAGCTTGGAGCTTTGGATCAAGGTCCATTCTTAG 17400 
            
AGTGATCTGACGCAGCTGGGATCCATTAGCGTTACAACGCCATTCCCAGCCCTGCTCCTT 17460 
TCACTAGACTGCGTCGACCCTAGGTAATCGCAATGTTGCGGTAAGGGTCGGGACGAGGAA 17460 
            
GAGCCCAACATCTACAGACAAACGACAGCCGAGAACATTGCCCGTGGGTGCGTGGCACCC 17520 
CTCGGGTTGTAGATGTCTGTTTGCTGTCGGCTCTTGTAACGGGCACCCACGCACCGTGGG 17520 
            
ACCAAGCCGGCTCCCGTCGTCCGCGTGACGGACAACAAGAACCTTTTTACGCCGCTCGGC 17580 
TGGTTCGGCCGAGGGCAGCAGGCGCACTGCCTGTTGTTCTTGGAAAAATGCGGCGAGCCG 17580 
                                                *  A  A  R      
             
GATCGGCACCGGAACCTCTCAGCTTCTTCACACGAATGTGACCAAGGATGGCGCAACCCA 17640 
CTAGCCGTGGCCTTGGAGAGTCGAAGAAGTGTGCTTACACTGGTTCCTACCGCGTTGGGT 17640 
R  D  A  G  S  G  R  L  K  K  V  R  I  H  G  L  I  A  C  G      
             
GCGCGGCGGTAAACTGCGGCATGTCACCTGGCGCGACGTTCGCGTCCAAATTGAGCTCAT 17700 
CGCGCCGCCATTTGACGCCGTACAGTGGACCGCGCTGCAAGCGCAGGTTTAACTCGAGTA 17700 
L  A  A  T  F  Q  P  M  D  G  P  A  V  N  A  D  L  N  L  E      
          mbdN F1       
CGCGAATCGCCTTGGCCATCACGCCCCAGCGCATAATTCCACCGACCAAGGTAATTTGAG 17760 
GCGCTTAGCGGAACCGGTAGTGCGGGGTCGCGTATTAAGGTGGCTGGTTCCATTAAACTC 17760 
D  R  I  A  K  A  M  V  G  W  R  M  I  G  G  V  L  T  I  Q      
             
GCTCAACATTGATACGCTTCAGCAACTGCACACTGCGCTTGGTCAGCGACATGCCCGCGC 17820 
CGAGTTGTAACTATGCGAAGTCGTTGACGTGTGACGCGAACCAGTCGCTGTACGGGCGCG 17820 
P  E  V  N  I  R  K  L  L  Q  V  S  R  K  T  L  S  M  G  A      
             
CGTACATGATGTCTTCGGGCGGCACGCTGTTGCTCAGGTGATTGATAACCTCCGACTCGG 17880 
GCATGTACTACAGAAGCCCGCCGTGCGACAACGAGTCCACTAACTATTGGAGGCTGAGCC 17880 
G  Y  M  I  D  E  P  P  V  S  N  S  L  H  N  I  V  E  S  E      
             
CAAACACGGTACAAACCCCGGAAATGGAGGCAGCTTCCTTGGCGCTGTTCAATAGTCCGT 17940 
GTTTGTGCCATGTTTGGGGCCTTTACCTCCGTCGAAGGAACCGCGACAAGTTATCAGGCA 17940 
A  F  V  T  C  V  G  S  I  S  A  A  E  K  A  S  N  L  L  G      
             
CGATGCCGGCCGTGTCATAGCCCATATAACGCACGGTCTTTTCAAGAAACATGCCGGTAC 18000 
GCTACGGCCGGCACAGTATCGGGTATATTGCGTGCCAGAAAAGTTCTTTGTACGGCCATG 18000 
D  I  G  A  T  D  Y  G  M  Y  R  V  T  K  E  L  F  M  G  T      
             
CCGATGCGCACTTGTCGTTCAGGCGAAAGGTTCGAACCTTATGAAAACCGTCAAGGCGAC 18060 
GGCTACGCGTGAACAGCAAGTCCGCTTTCCAAGCTTGGAATACTTTTGGCAGTTCCGCTG 18060 
G  S  A  C  K  D  N  L  R  F  T  R  V  K  H  F  G  D  L  R      
             
TCGCCTTCATGGTCTGGCCACCAATGTCAAGCACTGTACGCGTCTCAGGAAACAGAAAAA 18120 
AGCGGAAGTACCAGACCGGTGGTTACAGTTCGTGACATGCGCAGAGTCCTTTGTCTTTTT 18120 
S  A  K  M  T  Q  G  G  I  D  L  V  T  R  T  E  P  F  L  F      
             
CCGCACCCCGGGCCGTGGCGGTCAAATCTGTAACCTGCAAGTCCCGACCGGAATACTGAT 18180 
GGCGTGGGGCCCGGCACCGCCAGTTTAGACATTGGACGTTCAGGGCTGGCCTTATGACTA 18180 
V  A  G  R  A  T  A  T  L  D  T  V  Q  L  D  R  G  S  Y  Q      
             
AGCGACCATAACCAGTGGTAATGCAATAGGCCAGATCGCGCTTATTGATCTTTGCTTGCT 18240 
TCGCTGGTATTGGTCACCATTACGTTATCCGGTCTAGCGCGAATAACTAGAAACGAACGA 18240 
Y  R  G  Y  G  T  T  I  C  Y  A  L  D  R  K  N  I  K  A  Q      
             
CGGCCGTCTCGTTGACCACCAGTTCCGCAGTTCCCTGCAGATCGGCGCCTGTCGGCCTCA 18300 
GCCGGCAGAGCAACTGGTGGTCAAGGCGTCAAGGGACGTCTAGCCGCGGACAGCCGGAGT 18300 
E  A  T  E  N  V  V  L  E  A  T  G  Q  L  D  A  G  T  P  R      
             
TATGACGGGCTACAACATTCGAGTCTTCGTCCAGCACGAGCCCTTTTATATACGTGGAAC 18360 
ATACTGCCCGATGTTGTAAGCTCAGAAGCAGGTCGTGCTCGGGAAAATATATGCACCTTG 18360 
M  H  R  A  V  V  N  S  D  E  D  L  V  L  G  K  I  Y  T  S      
             
CGATATCCACACCAATCGTATAGACCATAGTTCAAGCCTCCTGTGTCGCCGACTTCTCGC 18420 
GCTATAGGTGTGGTTAGCATATCTGGTATCAAGTTCGGAGGACACAGCGGCTGAAGAGCG 18420 
G  I  D  V  G  I  T  Y  V  M     *  A  E  Q  T  A  S  K  E      
                       mbdP 
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CGGCCTGCAAACTGCCGAGGGCAAAGAGCGCAGCCCCCAGTGCCCCCATGAAATGGCTGT 18480 
GCCGGACGTTTGACGGCTCCCGTTTCTCGCGTCGGGGGTCACGGGGGTACTTTACCGACA 18480 
G  A  Q  L  S  G  L  A  F  L  A  A  G  L  A  G  M  F  H  S      
             
CGTCGCTGACGTTCAGTTTCATTTCGAGCTTTTCCTCCAGCGCCTTGATCATGCCGACAT 18540 
GCAGCGACTGCAAGTCAAAGTAAAGCTCGAAAAGGAGGTCGCGGAACTAGTACGGCTGTA 18540 
D  D  S  V  N  L  K  M  E  L  K  E  E  L  A  K  I  M  G  V      
             
TTTTGGCCACCCCACCAGTGAAGGTGATCTCGGAGGCAATGCCTACGCGGCGCAGCAAGC 18600 
AAAACCGGTGGGGTGGTCACTTCCACTAGAGCCTCCGTTACGGATGCGCCGCGTCGTTCG 18600 
N  K  A  V  G  G  T  F  T  I  E  S  A  I  G  V  R  R  L  L      
             
CGATGGCACGTGCGGCGATAGACTGATGCACGCCCCACAGAATGTCTTCCACCTTCTTGC 18660 
GCTACCGTGCACGCCGCTATCTGACTACGTGCGGGGTGTCTTACAGAAGGTGGAAGAACG 18660 
G  I  A  R  A  A  I  S  Q  H  V  G  W  L  I  D  E  V  K  K      
             
CTTTTCCCAGCCATGACAAGACCTCGGCTTCGGCAAAAACAGTACACGTGGTGGAGATGC 18720 
GAAAAGGGTCGGTACTGTTCTGGAGCCGAAGCCGTTTTTGTCATGTGCACCACCTCTACG 18720 
G  K  G  L  W  S  L  V  E  A  E  A  F  V  T  C  T  T  S  I      
             
GGACAGGCTTCTCGGACTTGAGCGAAACCTGACCTAGCTCTCCAAGCGGAATGCGTAACG 18780 
CCTGTCCGAAGAGCCTGAACTCGCTTTGGACTGGATCGAGAGGTTCGCCTTACGCATTGC 18780 
R  V  P  K  E  S  K  L  S  V  Q  G  L  E  G  L  P  I  R  L      
             
CATCGGCCGCGGCACCCAAAAACCGCCCGGTACCAGCCGCGCATTTGTCGTTCATGCAAA 18840 
GTAGCCGGCGCCGTGGGTTTTTGGCGGGCCATGGTCGGCGCGTAAACAGCAAGTACGTTT 18840 
A  D  A  A  A  G  L  F  R  G  T  G  A  A  C  K  D  N  M  C      
             
AATCAGTAATCTCCCCATTGGGGGCCACCCGGATCGCCTTGGTGTCCTGCCCCCCCATGT 18900 
TTAGTCATTAGAGGGGTAACCCCCGGTGGGCCTAGCGGAACCACAGGACGGGGGGGTACA 18900 
F  D  T  I  E  G  N  P  A  V  R  I  A  K  T  D  Q  G  G  M      
             
CAATCACCGTCTGCGTACCCGGAAACATGTGGGACGCCCCGCGTCCGTGGCACGAGATTT 18960 
GTTAGTGGCAGACGCATGGGCCTTTGTACACCCTGCGGGGCGCAGGCACCGTGCTCTAAA 18960 
D  I  V  T  Q  T  G  P  F  M  H  S  A  G  R  G  H  C  S  I      
             
CGGTTACCTGGCGATCACCGAAGGTTACCTTGTAGCGGCCATACCCGGTCCCGATCACAT 19020 
GCCAATGGACCGCTAGTGGCTTCCAATGGAACATCGCCGGTATGGGCCAGGGCTAGTGTA 19020 
E  T  V  Q  R  D  G  F  T  V  K  Y  R  G  Y  G  T  G  I  V      
             
ACCCCACGTGCGACCGCTTAAGCTTCGCACTGGCAAGCGCCTGATCAAAGGCGTTATGTG 19080 
TGGGGTGCACGCTGGCGAATTCGAAGCGTGACCGTTCGCGGACTAGTTTCCGCAATACAC 19080 
Y  G  V  H  S  R  K  L  K  A  S  A  L  A  Q  D  F  A  N  H      
             
CTGCCTGGATGACATCGGCACCTGTAAAGATCAGGGCCCGGCCAACAATTTCCTGATCCT 19140 
GACGGACCTACTGTAGCCGTGGACATTTCTAGTCCCGGGCCGGTTGTTAAAGGACTAGGA 19140 
A  A  Q  I  V  D  A  G  T  F  I  L  A  R  G  V  I  E  Q  D      
             
CGTTTAGGATAACCGCCTTGGTCTGGGTGGAACCGACGTCCACGCCACCTGTGTATTTCA 19200 
GCAAATCCTATTGGCGGAACCAGACCCACCTTGGCTGCAGGTGCGGTGGACACATAAAGT 19200 
E  N  L  I  V  A  K  T  Q  T  S  G  V  D  V  G  G  T  Y  K      
             
TGCTTGTTTCTCCCGTCTGCGATCAATCGAACATGATGTTTTCAACGAAGGTCTCTAGTT 19260 
ACGAACAAAGAGGGCAGACGCTAGTTAGCTTGTACTACAAAAGTTGCTTCCAGAGATCAA 19260 
M                       *  D  F  M  I  N  E  V  F  T  E  L      
mbdQ            
GGATCGCCAACTGGTCGAAGGTATTCTGATTCTCCTCGAATTCTGAAATGAAATAGGGGA 19320 
CCTAGCGGTTGACCAGCTTCCATAAGACTAAGAGGAGCTTAAGACTTTACTTTATCCCCT 19320 
Q  I  A  L  Q  D  F  T  N  Q  N  E  E  F  E  S  I  F  Y  P      
             
TTTTAGCCTCCTCCAACGCCTTCGAATAGGCGACCTGTTCCTCTAGACCTGGCTCGCACA 19380 
AAAATCGGAGGAGGTTGCGGAAGCTTATCCGCTGGACAAGGAGATCTGGACCGAGCGTGT 19380 
I  K  A  E  E  L  A  K  S  Y  A  V  Q  E  E  L  G  P  E  C      
             
TCTTGGCCGAAGCAAGGATCACCGTTTCAGCATCAGCGTTGCGCACGCGTTCTAGAAGCA 19440 
AGAACCGGCTTCGTTCCTAGTGGCAAAGTCGTAGTCGCAACGCGTGCGCAAGATCTTCGT 19440 
M  K  A  S  A  L  I  V  T  E  A  D  A  N  R  V  R  E  L  L      
             
TGTGCTCCTTCGGCTTGCGCTGATCGTGCTGTACCGGGCTATAGGACGAGCGATCGATAT 19500 
ACACGAGGAAGCCGAACGCGACTAGCACGACATGGCCCGATATCCTGCTCGCTAGCTATA 19500 
M  H  E  K  P  K  R  Q  D  H  Q  V  P  S  Y  S  S  R  D  I      
             
ATGCATCAGCCAAATCGGCAAGAGCATCACCTGAGTCGACCACGTCTTCGACAATGAAAC 19560 
TACGTAGTCGGTTTAGCCGTTCTCGTAGTGGACTCAGCTGGTGCAGAAGCTGTTACTTTG 19560 
Y  A  D  A  L  D  A  L  A  D  G  S  D  V  V  D  E  V  I  F      
             
GAAGCCCGATAAAGACGTCGTCATCCACGACATAGCATGAGCGCGTGATGGTTTGAAGCA 19620 
CTTCGGGCTATTTCTGCAGCAGTAGGTGCTGTATCGTACTCGCGCACTACCAAACTTCGT 19620 
R  L  G  I  F  V  D  D  D  V  V  Y  C  S  R  T  I  T  Q  L      
             
GGTCGAACGGCGGGGTTTCGCAGAACCCCCCCTCAAGCACGACCCGCATTTTGTCCTGCC 19680 
CCAGCTTGCCGCCCCAAAGCGTCTTGGGGGGGAGTTCGTGCTGGGCGTAAAACAGGACGG 19680 
L  D  F  P  P  T  E  C  F  G  G  E  L  V  V  R  M  K  D  Q      
             
GACTCGCCGACCGATCTTTGATCATCGGAATAACCGCTTCCAACAATTCGACAAATTCAG 19740 
CTGAGCGGCTGGCTAGAAACTAGTAGCCTTATTGGCGAAGGTTGTTAAGCTGTTTAAGTC 19740 
R  S  A  S  R  D  K  I  M  P  I  V  A  E  L  L  E  V  F  E      
             
ACCGCGGCAGGATACCTGCCAGGCCGACTAGCGCCATCGACTCATCCGCACCCAAGAGCC 19800 
TGGCGCCGTCCTATGGACGGTCCGGCTGATCGCGGTAGCTGAGTAGGCGTGGGTTCTCGG 19800 
S  R  P  L  I  G  A  L  G  V  L  A  M  S  E  D  A  G  L  L      
             
ATGGTTGATTCTTGCGAATGACGTAGAGGTCGCGCATGAGACGGCGCGAATGGTTATAGA 19860 
TACCAACTAAGAACGCTTACTGCATCTCCAGCGCGTACTCTGCCGCGCTTACCAATATCT 19860 
W  P  Q  N  K  R  I  V  Y  L  D  R  M  L  R  R  S  H  N  Y      
             
GATTGATCGATGCGCGCAGTTCCTGTTCAGTAACTTTGCGCCCAGCGACCGATTCGATAT 19920 
CTAACTAGCTACGCGCGTCAAGGACAAGTCATTGAAACGCGGGTCGCTGGCTAAGCTATA 19920 
L  N  I  S  A  R  L  E  Q  E  T  V  K  R  G  A  V  S  E  I      
             
CTCCAAGCAAGCGTCTGTATTCATTCGCGAGATAGCTCTTCGAATGCTTTGAGTTCGGGT 19980 
GAGGTTCGTTCGCAGACATAAGTAAGCGCTCTATCGAGAAGCTTACGAAACTCAAGCCCA 19980 
D  G  L  L  R  R  Y  E  N  A  L  Y  S  K  S  H  K  S  N  P      
             
TCTGCGGCAAGTACAAAATCTGGCATTTGTAGTCGAAATTTCGCCCCCAAATCGGTGCGA 20040 
AGACGCCGTTCATGTTTTAGACCGTAAACATCAGCTTTAAAGCGGGGGTTTAGCCACGCT 20040 
N  Q  P  L  Y  L  I  Q  C  K  Y  D  F  N  R  G  W  I  P  A      
             
GGTTGCGTGCCGCATCGCAGATCGGGTGGGTAACAAACAGATCCAGCTCAATGTCCCTTG 20100 
CCAACGCACGGCGTAGCGTCTAGCCCACCCATTGTTTGTCTAGGTCGAGTTACAGGGAAC 20100 
L  N  R  A  A  D  C  I  P  H  T  V  F  L  D  L  E  I  D  R      
             
TAAGCGCAATATCGAGGGAAGTCTTGATGATAGAGCACAGATATGAACCGAAATGAGACT 20160 
ATTCGCGTTATAGCTCCCTTCAGAACTACTATCTCGTGTCTATACTTGGCTTTACTCTGA 20160 
T  L  A  I  D  L  S  T  K  I  I  S  C  L  Y  S  G  F  H  S      
             
CGGATTCATTACCATCTGTCTGCGCACCGCGGATGCGTACGGGCAATAATCCAGCGGCGT 20220 
GCCTAAGTAATGGTAGACAGACGCGTGGCGCCTACGCATGCCCGTTATTAGGTCGCCGCA 20220 
E  S  E  N  G  D  T  Q  A  G  R  I  R  V  P  L  L  G  A  A      
             
GCGCGATCTCTTCCGGGAAATACACCTGAAAGTGACCGATGACACGGCCGCCGTCTGCAC 20280 
CGCGCTAGAGAAGGCCCTTTATGTGGACTTTCACTGGCTACTGTGCCGGCGGCAGACGTG 20280 
H  A  I  E  E  P  F  Y  V  Q  F  H  G  I  V  R  G  G  D  A      
             
GCCAGGCTTTGACCGTGGGATATGCGGGATCCTCGACCAACTCACGACAGAGGTCGAAGA 20340 
CGGTCCGAAACTGGCACCCTATACGCCCTAGGAGCTGGTTGAGTGCTGTCTCCAGCTTCT 20340 
R  W  A  K  V  T  P  Y  A  P  D  E  V  L  E  R  C  L  D  F      
             
TTTCTTTGAGAGGCTTACCCTCCCAACCGGTGAAGTATTTCTTTGCCATTGACTACTCCA 20400 
AAAGAAACTCTCCGAATGGGAGGGTTGGCCACTTCATAAAGAAACGGTAACTGATGAGGT 20400 
I  E  K  L  P  K  G  E  W  G  T  F  Y  K  K  A  M 
                                                                                               mbdN 
TTTCTCTGGTTAGGCGGACGCCGTCTGTTGCTGGCGACGGGAAATGAGACCTTCGAAAAA 20460 
AAAGAGACCAATCCGCCTGCGGCAGACAACGACCGCTGCCCTTTACTCTGGAAGCTTTTT 20460 
           *  A  S  A  T  Q  Q  Q  R  R  S  I  L  G  E  F  F    
 
GGCATCAACGCGATTTCTCATCGGCGCTTCGGCCACCACATCGGGATCAACCAGATCCGA 20520 
CCGTAGTTGCGCTAAAGAGTAGCCGCGAAGCCGGTGGTGTAGCCCTAGTTGGTCTAGGCT 20520 
  A  D  V  R  N  R  M  P  A  E  A  V  V  D  P  D  V  L  D  S    
 
CTCGATAAATAGGGTCGGCAGTCCCATTTCGTTCGCAACAATGCGGCGCATGTCCGCCTG 20580 
GAGCTATTTATCCCAGCCGTCAGGGTAAAGCAAGCGTTGTTACGCCGCGTACAGGCGGAC 20580 
  E  I  F  L  T  P  L  G  M  E  N  A  V  I  R  R  M  D  A  Q    
 
GCCGGTAGAAACGGTACGACAACTCTTGACCGGATGGAAAACTACGCCGTCAAGCCCGAG 20640 
CGGCCATCTTTGCCATGCTGTTGAGAACTGGCCTACCTTTTGATGCGGCAGTTCGGGCTC 20640 
  G  T  S  V  T  R  C  S  K  V  P  H  F  V  V  G  D  L  G  L    
                                       3´ bcrmut (XbaI) 
CTCCGGAGCCAGTTTCTTTAGGTTATCGGACTCGTGAAACACGCTATCGGAACCCGACGC 20700 
GAGGCCTCGGTCAAAGAAATCCAATAGCCTGAGCACTTTGTGCGATAGCCTTGGGCTGCG 20700 
  E  P  A  L  K  K  L  N  D  S  E  H  F  V  S  D  S  G  S  A    
 
ATGCATGATCAGTTGCCCTTCCGCGTAGCTGTCGATCGGGTCATTGAGATCGTACTGATA 20760 
TACGTACTAGTCAACGGGAAGGCGCATCGACAGCTAGCCCAGTAACTCTAGCATGACTAT 20760 
  H  M  I  L  Q  G  E  A  Y  S  D  I  P  D  N  L  D  Y  Q  Y    
 
ACCGGTCAACGCACCAGTCGAGGCGAAATCGAGGTACGACGAATATACGAATACGCCCCC 20820 
TGGCCAGTTGCGTGGTCAGCTCCGCTTTAGCTCCATGCTGCTTATATGCTTATGCGGGGG 20820 
  G  T  L  A  G  T  S  A  F  D  L  Y  S  S  Y  V  F  V  G  G    
 
CCACCTTGAGAACATCTCATTAAATTGCCGATAGATTGGATAGCAAGGTGTGCCGACGAG 20880 
GGTGGAACTCTTGTAGAGTAATTTAACGGCTATCTAACCTATCGTTCCACACGGCTGCTC 20880 
  W  R  S  F  M  E  N  F  Q  R  Y  I  P  Y  C  P  T  G  V  L    
 
AGCGAGACGAAAGGTCTGCTTCATCGGCACGGTACCTTCGGTGCTCTTATCCAGCGCGCC 20940 
TCGCTCTGCTTTCCAGACGAAGTAGCCGTGCCATGGAAGCCACGAGAATAGGTCGCGCGG 20940 
  A  L  R  F  T  Q  K  M  P  V  T  G  E  T  S  K  D  L  A  G    
 
AATACCATGCGCGACGCGATATTCTAGCTCTTCGACAAGATCCTTGAAGTACTTACTGGC 21000 
TTATGGTACGCGCTGCGCTATAAGATCGAGAAGCTGTTCTAGGAACTTCATGAATGACCG 21000 
  I  G  H  A  V  R  Y  E  L  E  E  V  L  D  K  F  Y  K  S  A    
 
AACCTCGGTGCCACGCAAGGCGTTGGCAACACCCATGTAAATATTCCCATCCGTCAACGC 21060 
TTGGAGCCACGGTGCGTTCCGCAACCGTTGTGGGTACATTTATAAGGGTAGGCAGTTGCG 21060 
  V  E  T  G  R  L  A  N  A  V  G  M  Y  I  N  G  D  T  L  A    
 
ATTGAACACGGCAGGTTTGTTTCTGTTGAGTTCGAGAACCCGCTTCAAACCAGCGTTTAC 21120 
TAACTTGTGCCGTCCAAACAAAGACAACTCAAGCTCTTGGGCGAAGTTTGGTCGCAAATG 21120 
  N  F  V  A  P  K  N  R  N  L  E  L  V  R  K  L  G  A  N  V    
 
GTCATTCGAAAACGCGAGAATCTGTCGAAACTTGTCGATGTCGAATTTCTTGCCTGTAAT 21180 
CAGTAAGCTTTTGCGCTCTTAGACAGCTTTGAACAGCTACAGCTTAAAGAACGGACATTA 21180 
  D  N  S  F  A  L  I  Q  R  F  K  D  I  D  F  K  K  G  T  I    
 
TCTCTCACAAACGCTAATGGCTTCCTCGATCTGCCCCTTAAGGTAGGCTTTTTCGTACTC 21240 
AGAGAGTGTTTGCGATTACCGAAGGAGCTAGACGGGGAATTCCATCCGAAAAAGCATGAG 21240 
  R  E  C  V  S  I  A  E  E  I  Q  G  K  L  Y  A  K  E  Y  E    
 
GAATTTCTGCGTTCCGCGTTTCGGCTTTTCTCCGGCTGAGCGCGTCATCGGATAATCGAG 21300 
CTTAAAGACGCAAGGCGCAAAGCCGAAAAGAGGCCGACTCGCGCAGTAGCCTATTAGCTC 21300 
  F  K  Q  T  G  R  K  P  K  E  G  A  S  R  T  M  P  Y  D  L    
 
ATTAATCATCGGACAGTCATAGGTCCGCTCCCAGATCTCACCCCACTTTATAAATGTATT 21360 
TAATTAGTAGCCTGTCAGTATCCAGGCGAGGGTCTAGAGTGGGGTGAAATATTTACATAA 21360 
  N  I  M  P  C  D  Y  T  R  E  W  I  E  G  W  K  I  F  T  N    
 
GCAGTAGTTATTGATCATGCCGATTTTTGGTTTCGGGATTTTCCCCATCGGATGCTCGCC 21420 
CGTCATCAATAACTAGTACGGCTAAAAACCAAAGCCCTAAAAGGGGTAGCCTACGAGCGG 21420 
  C  Y  N  N  I  M  G  I  K  P  K  P  I  K  G  M  P  H  E  G    
 
ATTTCGGCGCTGAAGTGCTACGCCGATTTTCACATATCCGCAGATGTCAGGCGAATAGCC 21480 
TAAAGCCGCGACTTCACGATGCGGCTAAAAGTGTATAGGCGTCTACAGTCCGCTTATCGG 21480 
  N  R  R  Q  L  A  V  G  I  K  V  Y  G  C  I  D  P  S  Y  G    
                5´ bcrmut (EcoRI) 
GTAATCTTCCGCGTCATCGATATAGTCGCGGGAAACATTTCGAAACGCGGTCTGCAGAGA 21540 
CATTAGAAGGCGCAGTAGCTATATCAGCGCCCTTTGTAAAGCTTTGCGCCAGACGTCTCT 21540 
  Y  D  E  A  D  D  I  Y  D  R  S  V  N  R  F  A  T  Q  L  S    
 
ATTGATTTCCGGAAAAGTCGCAGGAATATCGAAGGTCCGAAGAATTTCGATTACATTCCC 21600 
TAACTAAAGGCCTTTTCAGCGTCCTTATAGCTTCCAGGCTTCTTAAAGCTAATGTAAGGG 21600 
  N  I  E  P  F  T  A  P  I  D  F  T  R  L  I  E  I  V  N  G    
 
GGCGATAAAACAGTAGGCGGCTCCCTCTCCTCGCTTGGCGACCTCGGTCAAACTGTCGAA 21660 
CCGCTATTTTGTCATCCGCCGAGGGAGAGGAGCGAACCGCTGGAGCCAGTTTGACAGCTT 21660 
  A  I  F  C  Y  A  A  G  E  G  R  K  A  V  E  T  L  S  D  F    
                  bcrB R2 
CCACTCTCGGAACAAACGTGCGCCATCGTACACTCCTCGTCCGACAAGGACTTTTCCTTC 21720 
GGTGAGAGCCTTGTTTGCACGCGGTAGCATGTGAGGAGCAGGCTGTTCCTGAAAAGGAAG 21720 
  W  E  R  F  L  R  A  G  D  Y  V  G  R  G  V  L  V  K  G  E   
PmbdB1 KpnI 5´/PmbdO XbaI 3´ CIB +1PmbdO3´   Pdiv>O EcoRI 3´.2 
GCCGGTCGTCTGGGTCGCTAAAGTCATTTGACGTTCTCCTCCTCACTTGTTTAATGGAAA 21780 
CGGCCAGCAGACCCAGCGATTTCAGTAAACTGCAAGAGGAGGAGTGAACAAATTACCTTT 21780 
  G  T  T  Q  T  A  L  T  M   
                                                mbdO 
CGCGCTTCGCCCGCTTTCCGCGTTCACTTCCGCTTTGATACCGTCAGAGCATCGAGAGGC 21840 
GCGCGAAGCGGGCGAAAGGCGCAAGTGAAGGCGAAACTATGGCAGTCTCGTAGCTCTCCG 21840 
            
GCAGGCTCCCGCGGCTCTTCCACTCCGCACAACATACCAGCTGCCCAGTATCTAACAGCA 21900 
CGTCCGAGGGCGCCGAGAAGGTGAGGCGTGTTGTATGGTCGACGGGTCATAGATTGTCGT 21900 
                                 PmbdO F1 
AAATCTTGTTGCTGTCAACCGCATTTAGTGCGCCTGTAGGGAGCACATAAACTGTCCGAA 21960 
TTTAGAACAACGACAGTTGGCGTAAATCACGCGGACATCCCTCGTGTATTTGACAGGCTT 21960 
                                         Interno Pdiv>B1 ScaI 5´.2 
CTTGTAGCACGTGTCTGATCACAACGTAGAGAGTCACGGAAGGATGAGGTCGTGGAGCAC 22020 
GAACATCGTGCACAGACTAGTGTTGCATCTCTCAGTGCCTTCCTACTCCAGCACCTCGTG 22020 
            
TTACCGTAATACCATCTCCTCGCCATGCGCCGTCCATGCTCTCAAAGGTCCTTTTCCCAT 22080 
AATGGCATTATGGTAGAGGAGCGGTACGCGGCAGGTACGAGAGTTTCCAGGAAAAGGGTA 22080 
Interno Pdiv>O ScaI 5´.2        
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TTTCCTCCCTCCGATTTCGAGGTCTTCCGTATCAGTCGTTGACACATACCAGCCAGCCGG 22140 
AAAGGAGGGAGGCTAAAGCTCCAGAAGGCATAGTCAGCAACTGTGTATGGTCGGTCGGCC 22140 
            
TATATGGTAGCCGCATGTGGGGACCGGGGCTGTCAGACCTTTTGTTGGCGAGCTCGCGGA 22200 
ATATACCATCGGCGTACACCCCTGGCCCCGACAGTCTGGAAAACAACCGCTCGAGCGCCT 22200 
  PmbdB1 F1     
AACGCCGTTTTCCGCAATGACTGAATTTCCCCCGACATAGTGCCGCGCGCAGGGGCGCCG 22260 
TTGCGGCAAAAGGCGTTACTGACTTAAAGGGGGCTGTATCACGGCGCGCGTCCCCGCGGC 22260 
                                                                mbdB1  Pdiv>B1 EcoRI 3´ 
                              M  T  A  Q  K  K  T  S  R  R      
GTGCCCGTCTTCATCGTCCAGGAGGGAGAGATGACTGCACAGAAAAAAACGAGCCGTCGG 22320 
CACGGGCAGAAGTAGCAGGTCCTCCCTCTCTACTGACGTGTCTTTTTTTGCTCGGCAGCC 22320 
                    CIB +1PmbdB13´ PmbdO KpnI 5´/PmbdB1 XbaI 3´ 
D  F  L  K  A  T  G  I  I  T  A  G  T  L  L  P  A  H  F  A      
GATTTTCTCAAGGCAACCGGAATTATCACCGCCGGCACGCTGCTGCCCGCCCACTTTGCC 22380 
CTAAAAGAGTTCCGTTGGCCTTAATAGTGGCGGCCGTGCGACGACGGGCGGGTGAAACGG 22380 
                                                    mbdB1 R1 
I  G  N  T  A  K  I  K  V  G  L  M  L  P  Y  T  G  T  F  A      
ATTGGCAATACCGCCAAGATCAAGGTTGGTCTGATGCTCCCTTACACCGGCACGTTCGCG 22440 
TAACCGTTATGGCGGTTCTAGTTCCAACCAGACTACGAGGGAATGTGGCCGTGCAAGCGC 22440 
 
P  P  G  N  S  I  T  N  A  F  K  L  Y  I  A  E  Q  G  G  R      
CCACCGGGCAATAGCATCACCAACGCTTTTAAGTTGTACATCGCCGAACAGGGCGGCAGG 22500 
GGTGGCCCGTTATCGTAGTGGTTGCGAAAATTCAACATGTAGCGGCTTGTCCCGCCGTCC 22500 
     mbdB1mut EcoRI 5´ 
L  A  G  R  E  V  E  Y  V  V  V  D  D  E  S  D  P  A  K  A      
CTGGCCGGCCGCGAGGTTGAGTACGTTGTAGTCGACGACGAGTCCGATCCCGCTAAGGCC 22560 
GACCGGCCGGCGCTCCAACTCATGCAACATCAGCTGCTGCTCAGGCTAGGGCGATTCCGG 22560 
            
P  E  N  T  H  R  L  I  V  R  D  K  V  D  F  L  V  G  T  V      
CCCGAGAATACTCACCGGCTCATCGTGCGTGACAAGGTCGATTTCTTGGTCGGAACCGTG 22620 
GGGCTCTTATGAGTGGCCGAGTAGCACGCACTGTTCCAGCTAAAGAACCAGCCTTGGCAC 22620 
            
H  S  G  V  A  M  G  M  V  K  V  A  R  E  A  G  T  I  T  I      
CATTCGGGCGTCGCCATGGGCATGGTGAAGGTGGCGCGCGAAGCAGGCACGATCACCATT 22680 
GTAAGCCCGCAGCGGTACCCGTACCACTTCCACCGCGCGCTTCGTCCGTGCTAGTGGTAA 22680 
            
I  P  N  A  G  T  D  A  A  T  G  P  M  C  A  P  N  I  F  R      
ATTCCGAACGCCGGTACCGACGCAGCCACTGGCCCCATGTGCGCGCCCAACATTTTCCGT 22740 
TAAGGCTTGCGGCCATGGCTGCGTCGGTGACCGGGGTACACGCGCGGGTTGTAAAAGGCA 22740 
            
A  S  F  S  T  Y  Q  T  A  F  P  M  G  K  V  M  V  E  R  G      
GCCTCGTTCTCCACATATCAGACGGCCTTCCCCATGGGCAAGGTCATGGTCGAACGGGGA 22800 
CGGAGCAAGAGGTGTATAGTCTGCCGGAAGGGGTACCCGTTCCAGTACCAGCTTGCCCCT 22800 
            
H  K  R  V  A  I  I  T  W  K  Y  A  F  G  E  E  S  A  R  A      
CACAAGCGCGTGGCCATCATCACATGGAAGTACGCCTTCGGCGAGGAATCCGCACGCGCT 22860 
GTGTTCGCGCACCGGTAGTAGTGTACCTTCATGCGGAAGCCGCTCCTTAGGCGTGCGCGA 22860 
            
F  K  E  G  Y  E  A  A  G  G  K  I  V  K  E  M  F  L  P  F      
TTCAAAGAAGGCTATGAAGCCGCGGGGGGCAAGATCGTCAAGGAAATGTTCCTGCCTTTC 22920 
AAGTTTCTTCCGATACTTCGGCGCCCCCCGTTCTAGCAGTTCCTTTACAAGGACGGAAAG 22920 
            
P  N  V  E  F  Q  A  Y  L  T  E  I  A  A  L  K  P  D  A  V      
CCCAACGTCGAGTTCCAGGCGTATCTCACTGAAATCGCGGCCCTCAAACCCGACGCGGTG 22980 
GGGTTGCAGCTCAAGGTCCGCATAGAGTGACTTTAGCGCCGGGAGTTTGGGCTGCGCCAC 22980 
            
F  V  F  F  A  G  A  G  A  V  K  F  V  K  D  Y  A  A  A  G      
TTCGTATTTTTCGCTGGTGCGGGCGCAGTAAAGTTCGTCAAGGACTACGCCGCGGCGGGA 23040 
AAGCATAAAAAGCGACCACGCCCGCGTCATTTCAAGCAGTTCCTGATGCGGCGCCGCCCT 23040 
 
L  K  N  T  I  P  L  Y  G  S  G  F  L  T  D  G  T  L  A  A      
CTCAAGAACACCATTCCCCTCTACGGTTCAGGATTCCTTACCGACGGAACACTCGCCGCC 23100 
GAGTTCTTGTGGTAAGGGGAGATGCCAAGTCCTAAGGAATGGCTGCCTTGTGAGCGGCGG 23100 
            
Q  G  D  S  A  E  G  V  H  T  T  L  H  Y  A  D  D  L  G  T      
CAAGGCGACTCAGCCGAGGGAGTCCATACCACGTTGCACTACGCCGACGACTTGGGGACT 23160 
GTTCCGCTGAGTCGGCTCCCTCAGGTATGGTGCAACGTGATGCGGCTGCTGAACCCCTGA 23160 
            
P  R  D  N  A  F  R  V  A  Y  R  K  A  Y  G  Y  D  P  D  V      
CCACGCGACAATGCTTTCCGCGTGGCCTACAGGAAGGCCTACGGATACGATCCCGACGTG 23220 
GGTGCGCTGTTACGAAAGGCGCACCGGATGTCCTTCCGGATGCCTATGCTAGGGCTGCAC 23220 
            
Y  A  V  Q  G  Y  D  T  A  Q  L  L  A  A  G  L  D  P  V  K      
TACGCGGTGCAGGGTTACGACACCGCGCAACTGCTGGCGGCTGGCCTCGACCCAGTCAAG 23280 
ATGCGCCACGTCCCAATGCTGTGGCGCGTTGACGACCGCCGACCGGAGCTGGGTCAGTTC 23280 
mbdB1mut XbaI 3´         
G  D  A  G  A  R  A  E  I  I  A  A  M  E  K  A  T  I  D  S      
GGCGACGCGGGCGCAAGAGCGGAGATCATCGCGGCCATGGAAAAGGCCACGATCGACAGC 23340 
CCGCTGCGCCCGCGTTCTCGCCTCTAGTAGCGCCGGTACCTTTTCCGGTGCTAGCTGTCG 23340 
            
P  R  G  K  F  T  M  S  R  A  H  N  P  I  Q  D  I  Y  L  R      
CCACGCGGCAAGTTTACGATGTCCAGAGCGCATAACCCGATCCAGGACATCTATCTGCGC 23400 
GGTGCGCCGTTCAAATGCTACAGGTCTCGCGTATTGGGCTAGGTCCTGTAGATAGACGCG 23400 
            
K  V  E  G  G  Q  N  R  V  V  G  I  A  A  K  A  L  A  D  P      
AAGGTCGAGGGGGGGCAGAACCGGGTGGTGGGGATAGCGGCCAAGGCTCTCGCCGACCCG 23460 
TTCCAGCTCCCCCCCGTCTTGGCCCACCACCCCTATCGCCGGTTCCGAGAGCGGCTGGGC 23460 
            
V  R  G  C  K  M  A  *  
GTACGCGGTTGCAAGATGGCATGACGCCATCACCCCGGATTCCGATCCGGGCACGTGACG 23520 
CATGCGCCAACGTTCTACCGTACTGCGGTAGTGGGGCCTAAGGCTAGGCCCGTGCACTGC 23520 
            
CCCCCGGCGGCGCGGTCGCCGGGGGCGCTGACCACGAGGCTCCGTGCCTCATCAAAGGAT 23580 
GGGGGCCGCCGCGCCAGCGGCCCCCGCGACTGGTGCTCCGAGGCACGGAGTAGTTTCCTA 23580 
        mbdB2   
        M  D  V  Y  T  F  L  I  Q  V  L  N  G  L  Q  Y  G  L    
GCGCGGAAATGGATGTCTACACGTTTCTGATCCAGGTACTGAATGGGCTGCAGTATGGGC 23640 
CGCGCCTTTACCTACAGATGTGCAAAGACTAGGTCCATGACTTACCCGACGTCATACCCG 23640 
            
  L  L  F  L  V  A  S  G  L  T  M  I  F  G  I  M  G  I  I  N    
TACTGCTGTTTCTGGTGGCCAGCGGGCTGACCATGATCTTCGGCATCATGGGTATCATCA 23700 
ATGACGACAAAGACCACCGGTCGCCCGACTGGTACTAGAAGCCGTAGTACCCATAGTAGT 23700 
            
  L  A  H  G  S  F  Y  M  I  G  A  Y  L  A  W  A  F  A  A  A    
ACCTCGCCCATGGCAGCTTTTACATGATCGGCGCCTACCTTGCATGGGCGTTCGCTGCCG 23760 
TGGAGCGGGTACCGTCGAAAATGTACTAGCCGCGGATGGAACGTACCCGCAAGCGACGGC 23760 
            
  T  G  S  L  F  S  A  I  L  L  G  L  V  V  S  T  L  I  G  V    
CGACAGGCAGCCTGTTCAGTGCCATTCTCTTGGGGCTTGTGGTAAGTACCCTGATAGGGG 23820 
GCTGTCCGTCGGACAAGTCACGGTAAGAGAACCCCGAACACCATTCATGGGACTATCCCC 23820 
            
  I  L  E  W  T  V  F  R  R  L  Y  H  R  D  H  L  Y  Q  V  L    
TGATCCTCGAGTGGACCGTTTTCCGGCGGCTCTACCACCGTGACCACCTCTACCAGGTGT 23880 
ACTAGGAGCTCACCTGGCAAAAGGCCGCCGAGATGGTGGCACTGGTGGAGATGGTCCACA 23880 
            
  L  T  F  G  L  I  M  I  F  E  E  L  R  S  M  T  F  G  D  D    
TACTCACCTTCGGACTCATCATGATCTTCGAAGAGTTGCGCAGCATGACCTTCGGTGATG 23940 
ATGAGTGGAAGCCTGAGTAGTACTAGAAGCTTCTCAACGCGTCGTACTGGAAGCCACTAC 23940 
            
  V  H  S  V  A  I  P  A  V  F  S  A  A  I  P  L  T  D  T  L    
ATGTGCACAGCGTGGCAATCCCCGCCGTGTTCAGTGCGGCGATCCCACTCACGGACACCC 24000 
TACACGTGTCGCACCGTTAGGGGCGGCACAAGTCACGCCGCTAGGGTGAGTGCCTGTGGG 24000 
            
  S  Y  P  V  Y  R  L  V  I  S  A  T  C  L  V  V  A  M  L  I    
TAAGCTATCCGGTCTATCGGCTGGTGATTTCGGCAACCTGCCTAGTAGTCGCCATGCTGA 24060 
ATTCGATAGGCCAGATAGCCGACCACTAAAGCCGTTGGACGGATCATCAGCGGTACGACT 24060 
            
  Y  W  L  I  Q  H  T  R  L  G  M  M  I  R  A  G  A  S  N  R    
TCTACTGGCTCATCCAACACACCAGACTAGGCATGATGATCCGCGCCGGTGCATCCAACC 24120 
AGATGACCGAGTAGGTTGTGTGGTCTGATCCGTACTACTAGGCGCGGCCACGTAGGTTGG 24120 
            
  E  M  V  Q  V  L  G  I  D  I  K  L  V  Y  T  L  V  F  A  L    
GGGAAATGGTCCAAGTGCTGGGAATCGACATCAAACTCGTTTACACGCTTGTGTTCGCTC 24180 
CCCTTTACCAGGTTCACGACCCTTAGCTGTAGTTTGAGCAAATGTGCGAACACAAGCGAG 24180 
            
  G  L  A  L  A  A  F  A  G  M  I  A  A  P  I  S  T  V  Y  P    
TGGGGCTCGCCCTAGCGGCCTTCGCCGGCATGATCGCCGCACCTATCTCTACCGTTTACC 24240 
ACCCCGAGCGGGATCGCCGGAAGCGGCCGTACTAGCGGCGTGGATAGAGATGGCAAATGG 24240 
            
  N  M  G  G  Q  I  L  I  I  S  F  V  V  V  V  V  G  G  I  G    
CGAACATGGGGGGGCAGATCCTGATCATCTCCTTCGTTGTGGTAGTCGTCGGCGGCATCG 24300 
GCTTGTACCCCCCCGTCTAGGACTAGTAGAGGAAGCAACACCATCAGCAGCCGCCGTAGC 24300 
            
  S  V  K  G  T  L  L  A  A  L  M  I  G  M  A  D  T  F  G  K   F3 
GCTCGGTCAAGGGGACACTACTTGCGGCACTGATGATTGGCATGGCCGACACGTTTGGCA 24360 
CGAGCCAGTTCCCCTGTGATGAACGCCGTGACTACTAACCGTACCGGCTGTGCAAACCGT 24360 
            
  I  V  L  P  Q  I  A  S  M  S  A  Y  L  L  M  A  A  V  L  L    
AGATCGTATTACCCCAGATCGCCAGCATGTCCGCATACCTGCTAATGGCCGCCGTTCTTC 24420 
TCTAGCATAATGGGGTCTAGCGGTCGTACAGGCGTATGGACGATTACCGGCGGCAAGAAG 24420 
                                          mbdB3 
  W  R  P  R  G  L  F  A  V  G  G  R  *   M  T  Q  Q  L  R      
TGTGGCGCCCCCGAGGCTTGTTTGCTGTGGGCGGGCGCTGACATGACTCAACAGTTGCGA 24480 
ACACCGCGGGGGCTCCGAACAAACGACACCCGCCCGCGACTGTACTGAGTTGTCAACGCT 24480 
            
R  F  F  L  F  S  A  V  A  G  L  A  I  Y  P  L  Y  G  G  E      
CGCTTCTTTCTGTTTTCCGCTGTGGCGGGGCTCGCAATCTATCCTCTCTACGGGGGCGAG 24540 
GCGAAGAAAGACAAAAGGCGACACCGCCCCGAGCGTTAGATAGGAGAGATGCCCCCGCTC 24540 
            
F  Y  I  Q  L  L  T  K  I  M  V  M  A  V  F  A  M  S  L  D      
TTCTATATCCAGCTTCTGACCAAGATCATGGTCATGGCTGTCTTCGCCATGAGCCTCGAC 24600 
AAGATATAGGTCGAAGACTGGTTCTAGTACCAGTACCGACAGAAGCGGTACTCGGAGCTG 24600 
 
L  L  V  G  Y  A  G  L  V  S  L  G  H  A  A  F  F  G  V  A      
CTGTTGGTGGGCTACGCCGGCTTGGTCAGCCTCGGTCACGCCGCATTCTTCGGTGTCGCC 24660 
GACAACCACCCGATGCGGCCGAACCAGTCGGAGCCAGTGCGGCGTAAGAAGCCACAGCGG 24660 
            
G  Y  V  A  A  L  L  M  P  Q  Y  E  A  G  N  V  W  L  T  L      
GGCTACGTTGCAGCCTTGCTTATGCCCCAATACGAGGCGGGCAATGTGTGGCTGACGCTG 24720 
CCGATGCAACGTCGGAACGAATACGGGGTTATGCTCCGCCCGTTACACACCGACTGCGAC 24720 
            
P  A  A  L  C  A  A  T  L  L  A  L  V  V  G  A  L  A  L  R      
CCCGCCGCCCTGTGTGCCGCCACATTACTCGCGCTTGTCGTTGGCGCTCTGGCGCTGAGA 24780 
GGGCGGCGGGACACACGGCGGTGTAATGAGCGCGAACAGCAACCGCGAGACCGCGACTCT 24780 
            
T  S  G  V  Y  F  I  M  V  T  L  A  L  A  Q  M  L  Y  Y  F      
ACGTCGGGCGTGTACTTCATCATGGTGACGCTGGCGTTAGCCCAGATGCTCTATTACTTT 24840 
TGCAGCCCGCACATGAAGTAGTACCACTGCGACCGCAATCGGGTCTACGAGATAATGAAA 24840 
            
V  H  D  A  E  F  A  G  G  S  D  G  M  L  I  M  L  K  P  E      
GTCCACGACGCAGAGTTCGCCGGCGGATCGGATGGCATGCTCATCATGTTGAAGCCCGAA 24900 
CAGGTGCTGCGTCTCAAGCGGCCGCCTAGCCTACCGTACGAGTAGTACAACTTCGGGCTT 24900 
            
A  V  I  F  G  W  K  P  F  D  L  N  S  P  A  H  F  Y  Y  V      
GCGGTGATATTCGGATGGAAGCCCTTCGACCTCAACAGTCCGGCCCACTTCTACTACGTG 24960 
CGCCACTATAAGCCTACCTTCGGGAAGCTGGAGTTGTCAGGCCGGGTGAAGATGATGCAC 24960 
            
V  L  A  V  M  L  G  V  Y  F  L  L  R  A  V  L  R  S  S  F      
GTTCTGGCAGTGATGCTTGGAGTCTACTTTCTGTTGCGGGCTGTGCTGCGATCGAGCTTT 25020 
CAAGACCGTCACTACGAACCTCAGATGAAAGACAACGCCCGACACGACGCTAGCTCGAAA 25020 
            
G  H  A  L  A  G  I  K  S  N  E  H  R  M  R  S  L  G  F  P      
GGCCACGCCTTGGCAGGCATCAAGTCCAACGAGCACCGCATGCGTTCGCTGGGTTTTCCG 25080 
CCGGTGCGGAACCGTCCGTAGTTCAGGTTGCTCGTGGCGTACGCAAGCGACCCAAAAGGC 25080 
            
V  Y  R  Y  K  L  A  A  F  T  L  A  G  T  V  A  G  L  A  G      
GTCTATCGTTACAAGCTCGCCGCCTTTACCCTCGCCGGCACCGTGGCCGGCTTGGCCGGC 25140 
CAGATAGCAATGTTCGAGCGGCGGAAATGGGAGCGGCCGTGGCACCGGCCGAACCGGCCG 25140 
            
Y  L  G  A  L  Q  F  G  F  V  N  P  E  L  L  G  W  H  Q  S      
TATCTGGGCGCGCTGCAGTTCGGCTTCGTCAACCCGGAGTTGCTGGGCTGGCACCAGTCG 25200 
ATAGACCCGCGCGACGTCAAGCCGAAGCAGTTGGGCCTCAACGACCCGACCGTGGTCAGC 25200 
            
G  N  V  L  M  M  V  I  L  G  G  M  G  S  L  T  G  P  V  T      
GGCAACGTCCTGATGATGGTGATCCTGGGCGGCATGGGTAGCCTCACGGGGCCTGTCACG 25260 
CCGTTGCAGGACTACTACCACTAGGACCCGCCGTACCCATCGGAGTGCCCCGGACAGTGC 25260 
            
G  A  F  T  L  V  L  L  Q  E  F  L  T  G  L  T  K  H  W  Q      
GGAGCGTTCACCCTAGTGCTGCTTCAAGAGTTCTTAACCGGCCTCACCAAGCATTGGCAA 25320 
CCTCGCAAGTGGGATCACGACGAAGTTCTCAAGAATTGGCCGGAGTGGTTCGTAACCGTT 25320 
            
V  L  M  G  S  F  I  V  L  V  A  L  M  L  P  H  G  L  S  G      
GTCCTGATGGGCAGCTTCATCGTGCTGGTTGCGTTGATGCTTCCCCATGGCCTGAGTGGC 25380 
CAGGACTACCCGTCGAAGTAGCACGACCAACGCAACTACGAAGGGGTACCGGACTCACCG 25380 
            
F  S  L  T  R  Y  R  L  R  A  H  T  D  T  R  T  T  P  E  K      
TTTTCCCTTACACGATACCGATTGAGGGCGCACACCGATACTCGAACCACACCGGAAAAG 25440 
AAAAGGGAATGTGCTATGGCTAACTCCCGCGTGTGGCTATGAGCTTGGTGTGGCCTTTTC 25440 
 
D  H  V  *    
GACCATGTCTGAACCCATTCTTCGCACCACCGAGTTGACCAAGCACTTTGGTGGGCTTGC 25500 
CTGGTACAGACTTGGGTAAGAAGCGTGGTGGCTCAACTGGTTCGTGAAACCACCCGAACG 25500 
    M  S  E  P  I  L  R  T  T  E  L  T  K  H  F  G  G  L  A     
    mbdB4       
CGCAGTCAACCAAGTGTCCCTCGACTTTTACGCGGGGCAAGTGCACGCGCTGCTCGGCCC 25560 
GCGTCAGTTGGTTCACAGGGAGCTGAAAATGCGCCCCGTTCACGTGCGCGACGAGCCGGG 25560 
 A  V  N  Q  V  S  L  D  F  Y  A  G  Q  V  H  A  L  L  G  P     
           
CAATGGGGCGGGCAAGTCCACCTTCATCAACCTTCTCTCGGGCGATCTAAAGCCAAGCGG 25620 
GTTACCCCGCCCGTTCAGGTGGAAGTAGTTGGAAGAGAGCCCGCTAGATTTCGGTTCGCC 25620 
 N  G  A  G  K  S  T  F  I  N  L  L  S  G  D  L  K  P  S  G     
           
TGGAGAAGTGAGCCTGGCCGGGTGCGCGATCGAGGGACTGTCTCCGGAGAAAATTTCGCG 25680 
ACCTCTTCACTCGGACCGGCCCACGCGCTAGCTCCCTGACAGAGGCCTCTTTTAAAGCGC 25680 
 G  E  V  S  L  A  G  C  A  I  E  G  L  S  P  E  K  I  S  R     
           
CATGGGCGTGGGGCGAACCTACCAGAAGACGAATATCTTTCCCGCATTTACGGTATTCGA 25740 
GTACCCGCACCCCGCTTGGATGGTCTTCTGCTTATAGAAAGGGCGTAAATGCCATAAGCT 25740 
 M  G  V  G  R  T  Y  Q  K  T  N  I  F  P  A  F  T  V  F  E     
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GAACGCGCGCCTTGCTGCCCAGTCGCGCCGCCCGCATGCGTTTCACCTGTTCCGCCACGC 25800 
CTTGCGCGCGGAACGACGGGTCAGCGCGGCGGGCGTACGCAAAGTGGACAAGGCGGTGCG 25800 
 N  A  R  L  A  A  Q  S  R  R  P  H  A  F  H  L  F  R  H  A     
           
ACTCGCTTGTGGCGACACCTTGGAACTGGCCGAGAAGGTGCTTGCCATGGGGGAGCTGAC 25860 
TGAGCGAACACCGCTGTGGAACCTTGACCGGCTCTTCCACGAACGGTACCCCCTCGACTG 25860 
 L  A  C  G  D  T  L  E  L  A  E  K  V  L  A  M  G  E  L  T     
           
ACACCGCAGGAATGACATGGCAGCCATACTGTCCCATGGCGAGCAGCGCCAACTCGAAAT 25920 
TGTGGCGTCCTTACTGTACCGTCGGTATGACAGGGTACCGCTCGTCGCGGTTGAGCTTTA 25920 
 H  R  R  N  D  M  A  A  I  L  S  H  G  E  Q  R  Q  L  E  I     
           
CGCCATGGCGCTCGCCACTGAACCCCAGGTGCTATTGCTTGATGAACCCTTGGCCGGAAT 25980 
GCGGTACCGCGAGCGGTGACTTGGGGTCCACGATAACGAACTACTTGGGAACCGGCCTTA 25980 
 A  M  A  L  A  T  E  P  Q  V  L  L  L  D  E  P  L  A  G  M     
           
GGGGGCCACGGAGTCGGCGGCCATGGTGCGGTTGCTCAAGAAACTCGCAGAGGATCACGC 26040 
CCCCCGGTGCCTCAGCCGCCGGTACCACGCCAACGAGTTCTTTGAGCGTCTCCTAGTGCG 26040 
 G  A  T  E  S  A  A  M  V  R  L  L  K  K  L  A  E  D  H  A     
           
GATTTTACTGGTCGAACACGACATGGATGCCGTGTTTGCGGTCGCCGATGTCGTGACTGT 26100 
CTAAAATGACCAGCTTGTGCTGTACCTACGGCACAAACGCCAGCGGCTACAGCACTGACA 26100 
 I  L  L  V  E  H  D  M  D  A  V  F  A  V  A  D  V  V  T  V     
           
CATGGTCAACGGCACAGTGCTGGAGTCGGGCAGCCCCGGGGCAATCCGTGCGAGTGCCGC 26160 
GTACCAGTTGCCGTGTCACGACCTCAGCCCGTCGGGGCCCCGTTAGGCACGCTCACGGCG 26160 
 M  V  N  G  T  V  L  E  S  G  S  P  G  A  I  R  A  S  A  A     
                                         mbdB5 
                                         M  N  H  S  L  L  E    
CGTTCAGGAAGCCTATCTCGGTGCAGAGGAGGATGAGAGCCATGAACCACTCGTTGCTTG 26220 
GCAAGTCCTTCGGATAGAGCCACGTCTCCTCCTACTCTCGGTACTTGGTGAGCAACGAAC 26220 
 V  Q  E  A  Y  L  G  A  E  E  D  E  S  H  E  P  L  V  A  *    F2 
           
  A  R  G  I  H  T  Y  Y  G  A  S  H  I  L  R  G  I  D  F  T    
AAGCTCGCGGGATCCATACTTATTATGGCGCTAGTCACATCCTCCGTGGCATTGACTTTA 26280 
TTCGAGCGCCCTAGGTATGAATAATACCGCGATCAGTGTAGGAGGCACCGTAACTGAAAT 26280 
            
  V  R  R  G  E  T  V  G  L  M  G  R  N  G  M  G  K  T  T  L    
CGGTGCGCCGCGGCGAGACGGTCGGTCTAATGGGCCGAAACGGCATGGGTAAAACAACGC 26340 
GCCACGCGGCGCCGCTCTGCCAGCCAGATTACCCGGCTTTGCCGTACCCATTTTGTTGCG 26340 
            
  L  K  T  L  M  G  V  V  P  S  H  K  G  E  I  R  I  N  G  H    
TGTTGAAGACGCTGATGGGGGTCGTGCCCTCGCACAAGGGCGAGATCCGGATCAACGGTC 26400 
ACAACTTCTGCGACTACCCCCAGCACGGGAGCGTGTTCCCGCTCTAGGCCTAGTTGCCAG 26400 
            
  V  T  T  R  S  Q  P  C  R  I  A  R  H  G  V  A  Y  V  P  E    
ACGTCACTACCCGCTCCCAGCCGTGTCGAATTGCTCGCCACGGCGTCGCATACGTGCCGG 26460 
TGCAGTGATGGGCGAGGGTCGGCACAGCTTAACGAGCGGTGCCGCAGCGTATGCACGGCC 26460 
            
  G  R  G  I  F  P  N  L  S  V  R  E  N  L  V  M  A  A  R  P    
AGGGGCGGGGAATTTTCCCTAACCTCTCGGTGCGCGAGAATCTCGTCATGGCAGCCCGGC 26520 
TCCCCGCCCCTTAAAAGGGATTGGAGAGCCACGCGCTCTTAGAGCAGTACCGTCGGGCCG 26520 
            
  G  V  G  G  R  R  D  W  T  F  E  R  A  L  K  T  F  P  R  L    
CCGGCGTGGGCGGTCGGCGGGACTGGACCTTCGAGCGTGCACTGAAAACTTTCCCGCGTC 26580 
GGCCGCACCCGCCAGCCGCCCTGACCTGGAAGCTCGCACGTGACTTTTGAAAGGGCGCAG 26580 
            
  G  E  R  L  G  H  G  G  G  Q  L  S  G  G  E  Q  Q  M  L  T    
TTGGTGAACGGCTAGGCCATGGCGGCGGACAGCTTTCGGGCGGCGAGCAGCAGATGCTGA 26640 
AACCACTTGCCGATCCGGTACCGCCGCCTGTCGAAAGCCCGCCGCTCGTCGTCTACGACT 26640 
            
  I  G  R  A  L  M  T  N  P  D  L  L  I  L  D  E  A  T  E  G    
CCATCGGCCGCGCATTGATGACCAATCCGGACCTGCTCATTCTCGACGAGGCTACCGAAG 26700 
GGTAGCCGGCGCGTAACTACTGGTTAGGCCTGGACGAGTAAGAGCTGCTCCGATGGCTTC 26700 
mbdB5 F1         
  L  A  P  I  I  C  R  E  I  W  T  V  I  G  A  I  R  D  T  G    
GGTTAGCGCCAATCATCTGCCGCGAGATCTGGACTGTAATTGGTGCCATCAGGGACACCG 26760 
CCAATCGCGGTTAGTAGACGGCGCTCTAGACCTGACATTAACCACGGTAGTCCCTGTGGC 26760 
            
  I  A  T  I  I  V  D  K  N  F  R  A  I  S  S  I  T  D  R  N    
GTATCGCCACGATCATCGTCGACAAGAACTTTCGCGCCATCTCGTCGATCACCGATCGCA 26820 
CATAGCGGTGCTAGTAGCAGCTGTTCTTGAAAGCGCGGTAGAGCAGCTAGTGGCTAGCGT 26820 
            
  V  I  L  V  K  G  N  V  V  F  E  G  D  R  E  A  L  R  S  Q    
ATGTAATTCTGGTGAAAGGCAACGTGGTGTTCGAGGGCGACCGCGAGGCGCTACGGTCGC 26880 
TACATTAAGACCACTTTCCGTTGCACCACAAGCTCCCGCTGGCGCTCCGCGATGCCAGCG 26880 
            
  P  E  V  L  K  N  F  L  G  V  *  PmbdA ScaI 5´ 
AACCGGAAGTGTTGAAAAATTTTCTCGGCGTTTGAGGCCCCGCCCAAGTTTTCATTATCT 26940 
TTGGCCTTCACAACTTTTTAAAAGAGCCGCAAACTCCGGGGCGGGTTCAAAAGTAATAGA 26940 
Intergénica mbdB5-mbdA KpnI 5´        
CTAGTACCGGCAAAGAAGGGCCAAACAGATCTATTGCATACTATCCGGTTAGTACGTCTT 27000 
GATCATGGCCGTTTCTTCCCGGTTTGTCTAGATAACGTATGATAGGCCAATCATGCAGAA 27000 
            
TTGACCAATTGATCTACACGAGGGGAAACCATGTTCGAGAATTTCAACCATAGTGCTCTG 27060 
AACTGGTTAACTAGATGTGCTCCCCTTTGGTACAAGCTCTTAAAGTTGGTATCACGAGAC 27060 
            
CGTCTTGGAGCGCCAGGCGCTTTAGCGCAGCGTTTGCTGCCGAAGCATCAGGGTCACTAT 27120 
GCAGAACCTCGCGGTCCGCGAAATCGCGTCGCAAACGACGGCTTCGTAGTCCCAGTGATA 27120 
                          mbdA           PmbdA EcoRI 3´ 
      mbdA HindIII 5´     M  R  Q  V  R  I  N  Q  G  N  N  G    
GTTGATGCGCATTGAGGAAACCGACCATGCGACAAGTGCGTATTAACCAAGGCAACAATG 27180 
CAACTACGCGTAACTCCTTTGGCTGGTACGCTGTTCACGCATAATTGGTTCCGTTGTTAC 27180 
           Intergénica mbdB5-mbdA XbaI 3´.2 
  P  E  L  Q  F  P  H  T  F  N  V  A  S  A  L  I  D  R  H  L    
GTCCGGAGCTGCAATTCCCACACACCTTCAATGTGGCAAGTGCCTTGATCGATCGCCATC 27240 
CAGGCCTCGACGTTAAGGGTGTGTGGAAGTTACACCGTTCACGGAACTAGCTAGCGGTAG 27240 
            
  D  E  G  R  G  K  K  T  A  I  L  T  V  D  E  T  V  N  Y  E    
TGGACGAGGGACGGGGAAAAAAGACTGCGATCCTTACCGTCGATGAAACTGTCAATTACG 27300 
ACCTGCTCCCTGCCCCTTTTTTCTGACGCTAGGAATGGCAGCTACTTTGACAGTTAATGC 27300 
            
  T  L  V  T  N  V  N  R  Y  G  N  A  L  K  K  I  G  L  L  A    
AAACTCTCGTCACGAACGTCAACCGGTACGGCAACGCCTTGAAAAAAATCGGTTTGCTCG 27360 
TTTGAGAGCAGTGCTTGCAGTTGGCCATGCCGTTGCGGAACTTTTTTTAGCCAAACGAGC 27360 
                             mbdA R2 
  G  D  R  V  L  M  V  I  K  D  A  P  E  F  Y  Y  V  F  W  G    
CGGGAGACCGGGTGCTGATGGTCATCAAGGATGCGCCGGAATTCTACTACGTGTTCTGGG 27420 
GCCCTCTGGCCCACGACTACCAGTAGTTCCTACGCGGCCTTAAGATGATGCACAAGACCC 27420 
            
  C  I  K  T  G  I  I  P  V  P  L  N  T  M  L  T  S  E  D  Y    
GATGCATCAAAACGGGGATCATCCCGGTGCCCCTTAACACCATGCTGACATCGGAAGACT 27480 
CTACGTAGTTTTGCCCCTAGTAGGGCCACGGGGAATTGTGGTACGACTGTAGCCTTCTGA 27480 
            
  K  F  I  I  A  D  S  G  A  N  V  L  V  Y  S  E  E  F  K  D    
ACAAGTTCATCATTGCCGATTCGGGCGCGAATGTGCTGGTGTATTCCGAAGAGTTCAAAG 27540 
TGTTCAAGTAGTAACGGCTAAGCCCGCGCTTACACGACCACATAAGGCTTCTCAAGTTTC 27540 
            
  
 Q  I  T  A  A  I  M  A  E  T  P  L  Q  H  V  L  P  A  R  H    
ACCAGATCACCGCTGCGATCATGGCCGAAACTCCGCTGCAGCATGTATTACCGGCGCGTC 27600 
TGGTCTAGTGGCGACGCTAGTACCGGCTTTGAGGCGACGTCGTACATAATGGCCGCGCAG 27600 
            
  V  A  G  S  L  A  E  L  A  R  D  E  S  P  T  L  A  A  S  P    
ACGTTGCCGGAAGTCTGGCCGAACTGGCGCGCGATGAGTCACCAACGCTGGCCGCAAGTC 27660 
TGCAACGGCCTTCAGACCGGCTTGACCGCGCGCTACTCAGTGGTTGCGACCGGCGTTCAG 27660 
 mbdAmut HindIII 5´.2            
  A  A  A  D  D  D  C  F  W  L  Y  S  S  G  T  T  G  R  P  K    
CGGCTGCTGCGGATGACGATTGTTTTTGGCTGTATTCCTCCGGAACCACTGGCCGGCCGA 27720 
GCCGACGACGCCTACTGCTAACAAAAACCGACATAAGGAGGCCTTGGTGACCGGCCGGCT 27720 
            
  G  V  V  H  A  H  R  D  I  V  A  T  S  Q  L  Y  N  V  G  I    
AGGGAGTGGTCCACGCCCACCGCGATATTGTCGCCACCAGTCAGCTCTATAACGTCGGAA 27780 
TCCCTCACCAGGTGCGGGTGGCGCTATAACAGCGGTGGTCAGTCGAGATATTGCAGCCTT 27780 
            
  L  G  G  N  V  S  D  I  Y  Y  S  I  P  R  L  F  F  A  Y  G    
TTCTCGGTGGAAACGTGAGCGATATCTATTACTCGATCCCCAGGCTTTTCTTCGCCTACG 27840 
AAGAGCCACCTTTGCACTCGCTATAGATAATGAGCTAGGGGTCCGAAAAGAAGCGGATGC 27840 
            
  L  G  C  G  M  T  F  P  L  W  V  G  G  T  A  V  L  D  A  R    
GACTGGGGTGCGGCATGACGTTCCCGCTTTGGGTCGGCGGCACAGCAGTGCTTGACGCCC 27900 
CTGACCCCACGCCGTACTGCAAGGGCGAAACCCAGCCGCCGTGTCGTCACGAACTGCGGG 27900 
            
  R  P  L  P  P  I  T  A  E  L  F  A  R  F  K  P  T  I  F  A    
GTCGTCCCCTGCCGCCGATTACCGCCGAGCTTTTCGCCCGATTCAAGCCGACCATTTTCG 27960 
CAGCAGGGGACGGCGGCTAATGGCGGCTCGAAAAGCGGGCTAAGTTCGGCTGGTAAAAGC 27960 
            
  A  V  P  T  Y  F  S  A  L  L  A  S  S  L  L  K  S  E  H  V    
CCGCGGTGCCGACCTACTTCTCTGCATTGCTGGCTTCATCCCTGTTGAAGTCGGAACACG 28020 
GGCGCCACGGCTGGATGAAGAGACGTAACGACCGAAGTAGGGACAACTTCAGCCTTGTGC 28020 
            
  V  T  L  R  R  C  V  S  G  G  E  A  L  P  E  E  L  Q  R  R    
TGGTGACGCTGCGTCGCTGCGTTTCCGGCGGTGAAGCGTTGCCTGAAGAATTGCAGCGAC 28080 
ACCACTGCGACGCAGCGACGCAAAGGCCGCCACTTCGCAACGGACTTCTTAACGTCGCTG 28080 
            
  W  R  Q  I  A  P  A  P  I  T  D  G  I  G  S  T  E  A  L  H    
GCTGGAGGCAAATCGCACCCGCACCCATCACCGATGGCATCGGCTCGACAGAAGCCCTCC 28140 
CGACCTCCGTTTAGCGTGGGCGTGGGTAGTGGCTACCGTAGCCGAGCTGTCTTCGGGAGG 28140 
            
  I  Y  I  S  N  T  I  D  D  I  R  P  N  S  S  G  R  A  V  P    
ATATCTATATATCAAACACAATCGACGACATTCGTCCCAATTCCAGCGGTCGTGCAGTTC 28200 
TATAGATATATAGTTTGTGTTAGCTGCTGTAAGCAGGGTTAAGGTCGCCAGCACGTCAAG 28200 
            
  G  Y  Q  L  R  I  I  D  E  N  G  D  A  I  L  D  D  S  P  G    
CCGGCTACCAACTGCGAATTATTGACGAAAACGGAGATGCAATTCTCGACGACAGCCCCG 28260 
GGCCGATGGTTGACGCTTAATAACTGCTTTTGCCTCTACGTTAAGAGCTGCTGTCGGGGC 28260 
            
  R  L  L  V  K  G  P  S  V  T  R  R  Y  W  N  N  P  A  K  T    
GTCGCCTGTTGGTCAAGGGGCCATCGGTGACCCGGCGCTACTGGAACAATCCGGCGAAAA 28320 
CAGCGGACAACCAGTTCCCCGGTAGCCACTGGGCCGCGATGACCTTGTTAGGCCGCTTTT 28320 
            
  A  S  S  I  V  D  G  W  L  D  T  G  D  T  Y  Y  R  D  S  D    
CTGCATCCTCGATTGTCGATGGCTGGCTCGATACCGGCGATACCTATTACCGCGATAGCG 28380 
GACGTAGGAGCTAACAGCTACCGACCGAGCTATGGCCGCTATGGATAATGGCGCTATCGC 28380 
                                            mbdAmut XbaI 3´.2 
  G  Y  Y  Y  Y  C  G  R  N  D  D  M  L  K  V  G  G  I  W  V    
ATGGCTATTATTACTACTGCGGACGTAATGATGACATGCTCAAAGTCGGGGGAATCTGGG 28440 
TACCGATAATAATGATGACGCCTGCATTACTACTGTACGAGTTTCAGCCCCCTTAGACCC 28440 
            
  S  P  F  E  I  E  A  A  L  I  S  H  P  D  V  L  E  A  A  V    
TATCTCCATTCGAGATCGAAGCGGCCCTGATTTCCCATCCGGACGTACTCGAGGCGGCGG 28500 
ATAGAGGTAAGCTCTAGCTTCGCCGGGACTAAAGGGTAGGCCTGCATGAGCTCCGCCGCC 28500 
            
  T  G  R  A  D  D  A  G  L  I  K  P  E  A  W  I  V  L  K  I    
TAACCGGTCGGGCGGACGATGCGGGTCTCATCAAGCCCGAGGCATGGATCGTACTCAAGA 28560 
ATTGGCCAGCCCGCCTGCTACGCCCAGAGTAGTTCGGGCTCCGTACCTAGCATGAGTTCT 28560 
            
  A  A  Y  A  G  E  L  L  A  E  D  I  R  T  L  C  K  T  A  L    
TTGCGGCATACGCCGGAGAACTGCTTGCCGAGGATATCCGAACTCTCTGCAAGACCGCCC 28620 
AACGCCGTATGCGGCCTCTTGACGAACGGCTCCTATAGGCTTGAGAGACGTTCTGGCGGG 28620 
            
  A  P  Y  K  Y  P  R  W  I  H  F  V  D  E  L  P  K  T  A  T    
TCGCGCCATACAAGTATCCCCGATGGATCCATTTTGTTGATGAGTTGCCGAAGACCGCGA 28680 
AGCGCGGTATGTTCATAGGGGCTACCTAGGTAAAACAACTACTCAACGGCTTCTGGCGCT 28680 
            
  G  K  I  Q  R  F  K  L  R  N  A  A  H  D  *   
CTGGCAAGATCCAGCGCTTTAAGCTCAGAAATGCGGCTCATGACTGATCCCGCAGGCAAC 28740 
GACCGTTCTAGGTCGCGAAATTCGAGTCTTTACGCCGAGTACTGACTAGGGCGTCCGTTG 28740 
                                   mbdA XbaI 3´ 
TCAACAGCAAGCGCTCCACGAACCCCATCCTTACGTAGCCACGGGTGAGCCCATTCCATT 28800 
AGTTGTCGTTCGCGAGGTGCTTGGGGTAGGAATGCATCGGTGCCCACTCGGGTAAGGTAA 28800 
            
ACACACATCTCAAAGCTCACCGAGCTCACGGGAGTGACGCAGGCCCGCGGCGAAGTCGGT 28860 
TGTGTGTAGAGTTTCGAGTGGCTCGAGTGCCCTCACTGCGTCCGGGCGCCGCTTCAGCCA 28860 
            
GACGCGCTGTAATCCGAGCCAGAGGGACATGCGTCCAACCGAAATCCCGCTCTCGGCGGG 28920 
CTGCGCGACATTAGGCTCGGTCTCCCTGTACGCAGGTTGGCTTTAGGGCGAGAGCCGCCC 28920 
               mbdR PstI 3´      mbdR XhoI 3´ 
CAAACGCCTCACATTTCAGAATGTCGGATTTTTGCAGGAGCCTCTATCCACAATCAAGCC 28980 
GTTTGCGGAGTGTAAAGTCTTACAGCCTAAAAACGTCCTCGGAGATAGGTGTTAGTTCGG 28980 
                 *  F  T  P  N  K  C  S  G  R  D  V  I  L  G   
3´mbdR mut2 (EcoRI) 
ATTGAGAAGTACCGATCTCAATGCTTTGGTAAGGGTCTTTCCCGTTAGTTCGTTCGGCCT 29040 
TAACTCTTCATGGCTAGAGTTACGAAACCATTCCCAGAAAGGGCAATCAAGCAAGCCGGA 29040 
  N  L  L  V  S  R  L  A  K  T  L  T  K  G  T  L  E  N  P  R    
 
CCGATACCATTCAATGAGTACTCCGTCATGGGCCGCCATCACGATTGATGCCAGTTCATC 29100 
GGCTATGGTAAGTTACTCATGAGGCAGTACCCGGCGGTAGTGCTAACTACGGTCAAGTAG 29100 
  R  Y  W  E  I  L  V  G  D  H  A  A  M  V  I  S  A  L  E  D    
 
ACTACCGGAATCGGACCGAAATACACCTTCGGTTTGGCCTTGTGCGATCAACTGTTCGAC 29160 
TGATGGCCTTAGCCTGGCTTTATGTGGAAGCCAAACCGGAACACGCTAGTTGACAAGCTG 29160 
  S  G  S  D  S  R  F  V  G  E  T  Q  G  Q  A  I  L  Q  E  V    
 
GTGCCCATACATCCGACGGTAAATGGCCTTAGCCCTTTTCTCAATATCATCTCCGGTACC 29220 
CACGGGTATGTAGGCTGCCATTTACCGGAATCGGGAAAAGAGTTATAGTAGAGGCCATGG 29220 
  H  G  Y  M  R  R  Y  I  A  K  A  R  K  E  I  D  D  G  T  G    
                                          mbdR-A3 (EcoRI) 
GGAAAAATCGATGGACACAAGAATAAGCAATAGGACATGCTGCGGCTTAGTCACCCCTAG 29280 
CCTTTTTAGCTACCTGTGTTCTTATTCGTTATCCTGTACGACGCCGAATCAGTGGGGATC 29280 
  S  F  D  I  S  V  L  I  L  L  L  V  H  Q  P  K  T  V  G  L    
 
GAGTGCTTGCATGTTGATGAATTTCACCAGCTTCGCGTCGGCGAGCGGACCCGCGTTCGC 29340 
CTCACGAACGTACAACTACTTAAAGTGGTCGAAGCGCAGCCGCTCGCCTGGGCGCAAGCG 29340 
  L  A  Q  M  N  I  F  K  V  L  K  A  D  A  L  P  G  A  N  A    
 
CATGTACTCATCGATCGGATCAACAATGTACTTTTCTGCTTCCTCAAGGAGCATCAGCAT 29400 
GTACATGAGTAGCTAGCCTAGTTGTTACATGAAAAGACGAAGGAGTTCCTCGTAGTCGTA 29400 
  M  Y  E  D  I  P  D  V  I  Y  K  E  A  E  E  L  L  M  L  M    
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GATTGCGTCTTTGGTCTTGAAATAGAAATAGATCGCACCCTTGGTCAATCCTGCTCTTGC 29460 
CTAACGCAGAAACCAGAACTTTATCTTTATCTAGCGTGGGAACCAGTTAGGACGAGAACG 29460 
  I  A  D  K  T  K  F  Y  F  Y  I  A  G  K  T  L  G  A  R  A    
 
CGCGATCATGTCGATCGTTGTCGCACGGTAACCATTTTTGACGAAAAGATCGAGCGCACA 29520 
GCGCTAGTACAGCTAGCAACAGCGTGCCATTGGTAAAAACTGCTTTTCTAGCTCGCGTGT 29520 
  A  I  M  D  I  T  T  A  R  Y  G  N  K  V  F  L  D  L  A  C    
         5´mbdR mut2 (HindIII) 
GCCCAGTATATTCTCGGTACTGGCCTTCCTCTGCTCTTCCTTCTTGTTCAGCTTTCTCAT 29580 
CGGGTCATATAAGAGCCATGACCGGAAGGAGACGAGAAGGAAGAACAAGTCGAAAGAGTA 29580 
  G  L  I  N  E  T  S  A  K  R  Q  E  E  K  K  N  L  K  R  M    
PmbdR XbaI 3´ PmbdR EcoRI 3´mbdR NdeI 5´   mbdR SalI 5´      mbdR 
GATGTCTGGAGATGTTCCAATGGATTTGCCTCTCGGCACTTCAGAGAAGGTTGGCAATTT 29640 
CTACAGACCTCTACAAGGTTACCTAAACGGAGAGCCGTGAAGTCTCTTCCAACCGTTAAA 29640 
                  mbdR-A5 (BamHI) 
TAAGTGAGAACGCCGCATTCTGAACGTTCGCCAGCCAGTCGACCTCGGGTTGTCCAGAAA 29700 
ATTCACTCTTGCGGCGTAAGACTTGCAAGCGGTCGGTCAGCTGGAGCCCAACAGGTCTTT 29700 
            
GCGGTACGCGGCCACCGTCTCCGCGGATTGGCCAACAACCATTCCATCAGCACCTTCGCC 29760 
CGCCATGCGCCGGTGGCAGAGGCGCCTAACCGGTTGTTGGTAAGGTAGTCGTGGAAGCGG 29760 
            
CGCTTGTCCAGTTTCTCGTCACCCAGCGCCATCCCCGAAAATTCCTCCGCCACCCAGGCC 29820 
GCGAACAGGTCAAAGAGCAGTGGGTCGCGGTAGGGGCTTTTAAGGAGGCGGTGGGTCCGG 29820 
            
TTCGTCGCCAATCGGTCACCCAAACTGTAAGAGTAGACGCATTTTACGCTGAGTTTACAA 29880 
AAGCAGCGGTTAGCCAGTGGGTTTGACATTCTCATCTGCGTAAAATGCGACTCAAATGTT 29880 
                       
TCGCTTGGTGTAAGTGATTGAAGGTCAATGGATATTTCGGTCGGCGCGTTGGTGGTGAAG 29940 
AGCGAACCACATTCACTAACTTCCAGTTACCTATAAAGCCAGCCGCGCAACCACCACTTC 29940 
 
AGTTGTGTATAATAATATAAATTACAAGAGTATTTCGTGATGTACGGAATTGATGGATAC 30000 
TCAACACATATTATTATATTTAATGTTCTCATAAAGCACTACATGCCTTAACTACCTATG 30000 
PmbdR ScaI 5´ 
CTGACTTCGAGCAT 30014 
GACTGAAGCTCGTA 30014 
  PmbdR KpnI 5´ 
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1. Identificación y caracterización genética del cluster mbd, 
responsable de la ruta central para el catabolismo anaeróbico 
de 3-metilbenzoato y m-xileno en Azoarcus sp. CIB 
Como se ha indicado en la Introducción, Krieger et al. (1999) propusieron que la ruta 
periférica encargada de la biotransformación anaeróbica del m-xileno podría conducir a 
la formación del metabolito intermediario 3-metilbenzoil-CoA. Por otro lado, el 3MBz 
podría activarse con un grupo CoA para formar también 3-metilbenzoil-CoA siguiendo 
un proceso de activación paralelo al seguido por el benzoato (para revisión ver Carmona 
et al., 2009). Los estudios llevados a cabo con Azoarcus buckelii U120 han demostrado 
que el 3-metilbenzoil-CoA puede producirse como intermediario en otra ruta diferente, 
la responsable de la degradación anaeróbica del o-cresol (Rudolphi et al., 1991). El 
mecanismo propuesto sugiere que el o-cresol podría sufrir una carboxilación que daría 
lugar a 4-hidroxi-3-metilbenzoato, un intermediario que se activaría a su 
correspondiente tioéster de CoA y posteriormente se deshidroxilaría a 3-metilbenzoil-
CoA. A pesar de que el 3-metilbenzoil-CoA constituye, por lo tanto, un intermediario 
central en la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos metilados, su ruta de 
degradación era desconocida al comienzo de esta Tesis Doctoral. El hecho de que 
microorganismos como T. aromatica posean las actividades Bbs-Bss necesarias para 
activar el m-xileno y transformarlo en 3-metilbenzoil-CoA pero no sean capaces de 
crecer anaeróbicamente empleándolo como fuente de carbono (Biegert y Fuchs, 1995; 
Leuthner y Heider, 2000) mientras que con las mismas actividades sí son capaces de 
degradar el tolueno a benzoil-CoA y crecer, sugería la existencia de una ruta central para 
la degradación del 3-metilbenzoil-CoA que sería independiente de la ruta central del 
benzoil-CoA. Además, la evidencia de que cepas de Azoarcus sp. CIB mutantes en la 
actividad glutaril-CoA deshidrogenasa (GcdH), esencial para la incorporación de los 
productos de la degradación del benzoil-CoA al metabolismo central bacteriano, pueden 
crecer anaeróbicamente empleando m-xileno como fuente de carbono (Blázquez et al., 
2008) apoyaba esta hipótesis descartando la existencia de una ruta baja común para la 
degradación de 3-metilbenzoil-CoA y benzoil-CoA.  
El objetivo principal de esta Tesis ha sido la identificación por primera vez de los 
determinantes génicos responsables de la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA. Azoarcus 
sp. CIB constituye el primer microorganismo desnitrificante que se describe capaz de 
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crecer anaeróbicamente empleando 3MBz como única fuente de carbono (Figura 11), 
una habilidad que sólo se había documentado en dos cepas reductoras de sulfato, oXyS1 
y mXyS1 (Harms et al., 1999). 
El análisis in silico del genoma de Azoarcus sp. CIB reveló la existencia de una 
agrupación de 26 genes, localizada junto al cluster bss-bbs responsable de la ruta periférica 
para la degradación anaeróbica del tolueno y m-xileno (Figura 10) (Blázquez, 2009). El 
análisis de la secuencia de algunos de los genes incluidos en el nuevo cluster (Tabla 6) 
sugería su implicación en una nueva ruta anaeróbica central que operaría de forma 
similar a la ruta central del benzoil-CoA (ruta bzd) en Azoarcus sp. CIB (López-Barragán 
et al., 2004), y que se denominó ruta mbd (de methyl-benzoate degradation). La ruta mbd 
tiene como intermediario central al 3-metilbenzoil-CoA, que puede formarse a partir de 
la degradación del m-xileno por la ruta periférica bss-bbs o mediante la tioesterifiación 
directa del 3MBz con un grupo CoA en una ruta periférica constituida por la 3MBz-
CoA ligasa. A continuación tiene lugar la pérdida de la aromaticidad del anillo bencénico 
del 3-metilbenzoil-CoA por la acción de la 3-metilbenzoil-CoA reductasa. El compuesto 
alicíclico resultante experimentaría un proceso similar al de una β-oxidación para formar 
un ácido graso alifático dicarboxílico. Otros genes incluidos en el cluster mbd y cuyos 
productos se identifican con actividades hidratasas, deshidrogenasas y tiolasas podrían 
estar implicados en la incorporación del producto de apertura del anillo al metabolismo 
central bacteriano. 
La demostración experimental de que los genes del cluster mbd están implicados en 
el catabolismo anaeróbico del m-xileno y el 3MBz se obtuvo construyendo y analizando 
las estirpes mutantes Azoarcus sp. CIBdmbdO, Azoarcus sp. CIBdmbdY, Azoarcus sp. 
CIBdmbdA, Azoarcus sp. CIBdorf5 y Azoarcus sp. CIBdorf6, las cuales se mostraron 
incapaces de crecer anaeróbicamente empleando 3MBz o m-xileno (a excepción del 
mutante mbdA) como únicas fuentes de carbono (Figura 12B). La observación de que 
los genes mbd se inducen específicamente en presencia de 3MBz (Figuras 18 y 21) y que 
ciertas actividades enzimáticas Mbd (tales como la 3-metilbenzoil-CoA reductasa) son 
también inducibles por 3MBz (apartado 3.2 de Resultados), corroboran la implicación del 
cluster mbd en el catabolismo anaeróbico del 3MBz. Dado que todos los mutantes mbd 
eran capaces de utilizar benzoato anaeróbicamente (Figura 12B), se confirma la 
existencia de una ruta central distinta de la ruta bzd para la degradación de m-xileno y 
3MBz en Azoarcus sp. CIB. 
Discusión 
 145 
 Como se ha indicado en la Introducción, una gran variedad de compuestos 
aromáticos son canalizados metabólicamente a través de las denominadas rutas 
periféricas hacia unas pocas rutas centrales anaeróbicas que tienen como sustrato a los 
compuestos benzoil-CoA, 2-aminobenzoil-CoA, 3-hidroxibenzoil-CoA, 6-
hidroxinicotinato, resorcinol, floroglucinol e hidroxihidroquinona (para revisión ver 
Carmona et al., 2009). Este trabajo es el primero que identifica y demuestra la existencia 
de una nueva ruta central, mbd, de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos a 
través del intermediario 3-metilbenzoil-CoA. 
2. Caracterización bioquímica del cluster mbd 
Una vez identificado el cluster mbd, se profundizó en el análisis bioquímico de la 
actividad enzimática inicial necesaria para la activación del 3MBz, así como en los dos 
primeros pasos del catabolismo anaeróbico del 3-metilbenzoil-CoA. 
2.1. Identificación y caracterización de las actividades 
3MBz-CoA ligasa, 3-metilbenzoil-CoA reductasa y metil-
ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa 
2.1.1. MbdA es la primera 3-metilbenzoato-CoA ligasa 
caracterizada 
El análisis de la secuencia del producto del gen mbdA reveló la similitud existente 
entre MbdA y las enzimas benzoato-CoA ligasas (Tabla 6). Además, la cepa mutante 
Azoarcus sp. CIBdmbdA también se mostró incapaz de utilizar 3MBz pero, sin embargo, 
se mostró capaz de crecer en m-xileno, un resultado que está de acuerdo con el papel 
propuesto para el gen mbdA como responsable de la activación del 3MBz a 3-
metilbenzoil-CoA, una reacción no necesaria cuando el microorganismo crece en m-
xileno puesto que el 3-metilbenzoil-CoA procede directamente de la ruta periférica de 
degradación anaeróbica de este compuesto (Krieger et al., 1999). La función del gen 
mbdA se confirmó experimentalmente mediante la detección de una actividad 3MBz-
CoA ligasa de 0.11 μmol min-1 mg-1 en extractos de una cepa de E. coli que 
hiperexpresaba el gen mbdA. Curiosamente la proteína MbdA también presentaba unos 
niveles de actividad CoA ligasa similares cuando se empleaba benzoato como sustrato 
(Figura 14). La benzoato-CoA ligasa anaeróbica (BzdA) de Azoarcus sp. CIB posee un 
47% de identidad de secuencia con MbdA y una actividad específica benzoato-CoA 
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ligasa superior (8.9 μmol min-1 mg-1 mediante el ensayo directo, 1.6 μmol min-1 mg-1 
mediante el ensayo indirecto) si bien no utiliza 3MBz como sustrato (López Barragán et 
al., 2004). El hecho de que MbdA muestre una actividad CoA-ligasa (0.31 μmol min-1 
mg-1 mediante el ensayo directo, 0.11 μmol min-1 mg-1) significativamente inferior a la de 
BzdA podría deberse en parte a una menor producción de MbdA, que no pudo ser 
detectada cuando los extractos de E. coli DH10B (pUCmbdA) se analizaron mediante 
SDS-PAGE (datos no mostrados), al contrario de lo que se había observado con BzdA 
(López Barragán et al., 2004). 
A diferencia de las benzoato-CoA ligasas, las cuales son capaces de actuar sobre 
un amplio rango de sustratos que incluye a distintos análogos del benzoato (como por 
ejemplo cloro y fluorobenzoatos, derivados hidroxilados, etc.) pero no al 3MBz, MbdA 
tiene un rango de sustratos que se limita al benzoato y a derivados metilados y 
halogenados de éste (principalmente con los sustituyentes en posición meta). Por ello, la 
proteína MbdA es, hasta la fecha, la primera 3MBz-CoA ligasa descrita, por lo que su 
utilización para la síntesis de derivados CoA del 3MBz podría resultar de interés 
biotecnológico en la producción industrial de nuevos policétidos y otros compuestos de 
interés farmacéutico. 
El análisis filogenético de las principales CoA ligasas de benzoato y sus derivados 
revela que éstas se agrupan en subfamilias que se distinguen por el sustrato de la ruta en 
la que intervienen. Así pues, podemos observar las subfamilias de las 3-hidroxibenzoato-
CoA ligasas, benzoato-CoA ligasas, 4-hidroxibenzoato-CoA ligasas y 2-aminobenzoato-
CoA ligasas (Figura 43). La 3MBz-CoA ligasa (MbdA) está relacionada 
filogenéticamente con el grupo de las benzoato-CoA ligasas, si bien representa una rama 
evolutiva claramente diferente. 
Hasta la fecha la única benzoato-CoA ligasa cuya estructura tridimensional ha sido 
dilucidada (PDB 2V7B) es la proteína BCLM perteneciente a la ruta aeróbica de 
degradación de benzoato (ruta box) de la β-proteobacteria Burkholderia xenovorans LB400 
(Goris et al., 2004; Bains y Boulanger, 2007). Como se ha indicado en la Introducción, 
algunos microorganismos anaerobios facultativos son capaces de degradar 
aeróbicamente el benzoato mediante su activación con un grupo CoA a través de la ruta 
aeróbica híbrida box (Ferrández et al., 1998; Gescher et al., 2002; Schühle et al., 2003; 
Gescher et al., 2006). Las benzoato-CoA ligasas de las rutas aeróbicas híbridas de 
degradación del benzoato son similares a las implicadas en rutas anaeróbicas (Figura 43) 
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(Fuchs, 2008). La proteína BCLM posee un 43% de identidad de secuencia con MbdA, 
que se refleja por ejemplo en una conservación notable de los aminoácidos clave para la 
interacción con el sustrato (Bains y Boulanger, 2007): Phe236, Ala237, Tyr238, Ile332, 
Gly333, Ser334, Thr335, His339, Ile340 y Lys519 (en posición 520 en BCLM). En la 
Figura 44 se muestra un modelo de la estructura tridimensional predicha para MbdA y la 
localización de los aminoácidos catalíticos reseñados anteriormente. 
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Figura 43. Árbol filogenético de las principales CoA ligasas del benzoato y sus 
derivados. El alineamiento múltiple de las proteínas se realizó con el programa ClustalW y el 
árbol filogenético se ha realizado y visualizado como se indica en el apartado 9.2 de 
Materiales y Métodos. La barra que indica la escala equivale a una sustitución de un 
aminoácido por cada 10. Cada proteína se identifica por su nombre y por su código de 
GenBank. Además se detalla el nombre de la cepa en la que se ha identificado y, dado que 
la mayoría pertenecen a microorganismos Gram-negativos del filo Proteobacterias, se indica 
a qué clase pertenecen. Las cepas Gram-positivas se indican específicamente. Por otro lado, 
se indica el compuesto aromático que actúa como sustrato, si la proteína se expresa en 
presencia de oxígeno (+O2) o en condiciones anóxicas (-O2), y si la proteína se caracterizó 
bioquímicamente (*) o se identificó mediante estudios proteómicos (P). Las abreviaturas de 
los compuestos aromáticos que aparecen en la figura son: Bz (benzoato), 3HBz (3-
hidroxibenzoato), 4HBz (4-hidroxibenzoato), 4ClBz (4-clorobenzoato), 3MBz (3-
metilbenzoato), 2ABz (2-aminobenzoato). Los rectángulos sombreados en diferentes colores 
señalan diferentes grupos de CoA ligasas: violeta, 3HBz-CoA ligasas; azul, Bz-CoA ligasas; 
verde, 2ABz-CoA ligasas; rojo, 4ClBz-CoA ligasas; gris, 3MBz-CoA ligasa.  
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Las bacterias anaerobias facultativas de los géneros Azoarcus, Thauera, 
Rhodopseudomonas y Magnetospirillum poseen en su genoma un número variable de genes 
codificantes de actividades benzoto-CoA ligasas. Sin embargo, el rango de sustratos de 
estas CoA ligasas y los factores que determinan su expresión, varían sensiblemente entre 
los diferentes géneros. En R. palustris CGA009 existen tres CoA ligasas activas con 
benzoato, pero así como BadA (CAE26105) es altamente específica para este 
compuesto aromático (Geissler et al., 1988; Egland et al., 1995), HbaA (CAE26113) 
también actúa sobre el 4-hidroxibenzoato (Gibson et al., 1994; Egland et al., 1995) y AliA 
(AAC23919) sobre el ciclohexanocarboxilato (compuesto alicíclico; Egland et al., 1995; 
Egland et al., 1997). Por el contrario, en T. aromatica es lugar de existir tres proteínas con 
actividad benzoato-CoA ligasa existe una sola proteína, BclA (CAD21683), capaz de 
transformar el benzoato en benzoil-CoA en presencia y en ausencia de oxígeno, y 
además es capaz de actuar sobre el 2-aminobenzoato (Schühle et al., 2003). En 
Magnetospirillum sp. TS-6 también existe tan sólo una proteína BclA (BAE91925) que 
interviene en la degradación del benzoato tanto en condiciones aeróbicas como 
anaeróbicas (Kagawuchi et al., 2006). La presencia en cepas del género Azoarcus de varias 
isoenzimas capaces de activar benzoato a benzoil-CoA, como por ejemplo la benzoato-
Figura 44. Modelo de la estructura tridimensional propuesta para MbdA. Para la 
obtención del modelo se ha empleado la aplicación 3D-Jigsaw (ver la sección 9.3 de 
Materiales y Métodos) utilizando como molde la proteína BCLM de B. xenovorans LB400 
(PDB 2V7B). Los residuos presuntamente implicados en la interacción con el 3MBz aparecen 
recuadrados con diferentes colores y señalados en el modelo.  
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CoA ligasa anaeróbica BzdA (AAQ08820; López-Barragán et al., 2004), la benzoato-
CoA ligasa aeróbica BclA (AAN39371; Gescher et al., 2002) y la 3MBz-CoA ligasa 
MbdA sugiere una estrategia similar a la descrita en R. palustris CGA009 en donde cada 
cluster catabólico codifica la correspondiente actividad CoA ligasa que inicia la ruta 
catabólica. La presencia de múltiples isoenzimas que tengan un nivel de expresión basal 
podría suponer una ventaja adaptativa para facilitar una buena actividad CoA ligasa en la 
célula y como salvaguarda en el caso de que alguna de ellas se inactive mediante 
mutación. 
2.1.2. Identificación de la actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa, 
la etapa clave de la nueva ruta central mbd 
El paso esencial para la degradación anaeróbica de los compuestos aromáticos 
activados con CoA es la pérdida de la aromaticidad del anillo bencénico mediante una 
actividad reductasa. Los genes mbdONQP muestran similitud con los genes que 
codifican las cuatro subunidades de las benzoil-CoA reductasas dependientes de ATP de 
otros microorganismos anaerobios facultativos (Tabla 6). El hecho de que la cepa 
mutante Azoarcus sp. CIBdmbdO no posea actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa 
sugiere que el gen mbdO, al menos, y muy probablemente los genes mbdNPQ, codifican 
el complejo enzimático encargado de la reducción del 3-metilbenzoil-CoA. Merece la 
pena destacar que la 3-metilbenzoil-CoA reductasa también reconoce eficazmente el 
benzoil-CoA como sustrato y viceversa, la benzoil-CoA reductasa también reconoce el 
3-metilbenzoil-CoA como sustrato (Figura 15). Este resultado está de acuerdo con 
observaciones previas que demuestran que la benzoil-CoA reductasa purificada de T. 
aromatica es capaz de reducir no sólo el benzoil-CoA sino también, aunque con menor 
eficiencia, a algunos de sus derivados metilados e hidroxilados tales como el 3-
metilbenzoil-CoA y el 3-hidroxibenzoil-CoA (Laempe et al., 2001; Möbitz y Boll, 2002). 
La existencia de una 3-metilbenzoil-CoA reductasa y una 3-hidroxibenzoil-CoA 
reductasa diferentes a la benzoil-CoA reductasa en cepas del género Azoarcus podría 
deberse a una mayor actividad específica de estas reductasas por sus correspondientes 
sustratos y al hecho de una inducción diferencial de estas enzimas cuando las células se 
cultivan en diferentes derivados del benzoato tal y como se ha determinado en esta 
Tesis con la 3-metilbenzoil-CoA reductasa. 
Discusión 
 150 
El análisis filogenético de las cuatro subunidades de las CoA reductasas 
dependientes de ATP implicadas en rutas catabólicas de compuestos aromáticos revela 
la existencia de tres grupos evolutivos: a) benzoil-CoA reductasas de los géneros 
Thauera/Rhodopseudomonas/Magnetospirillum; b) benzoil-CoA reductasas y 3-
hidroxibenzoil-CoA reductasa de los géneros Azoarcus/Aromatoleum; c) 3-metilbenzoil-
CoA reductasa (Figura 45). 
Figura 45. Árbol filogenético de cada una de las subunidades que conforman las 
reductasas decompuestos aromáticos activados con CoA en microorganismos 
anaeróbicos facultativos. El alineamiento múltiple de las proteínas se realizó con el 
programa ClustalW y el árbol filogenético se ha realizado y visualizado como se indica en el 
apartado 9.2 de Materiales y Métodos. La barra que indica la escala equivale a una 
sustitución de un aminoácido por cada 10. Junto a cada rama del árbol filogenético se indica 
la proteína y su código de GenBank. También se indica el nombre del microorganismo al que 
pertenece la proteína y, dado que todos los microorganismos son Gram-negativos del filo 
Proteobacteria, se especifica la clase a la que pertenecen (α o β). A la derecha de cada 
panel se indica la ruta en la que están implicadas las reductasas descritas: benzoil-CoA (Bz-
CoA), 3-hidroxibenzoil-CoA (3HBz-CoA), 3-metilbenzoil-CoA (3MBz-CoA). Cada panel 
muestra el árbol filogenético de cada una de las subunidades de la reductasa: A) subunidad 
α; B) subunidad β; C) subunidad γ; D) subunidad δ. Los rectángulos sombreados indican 
diferentes grupos de proteínas: amarillo, grupo Azoarcus; verde, grupo Thauera; gris, 
reductasa del cluster mbd. Las benzoil-CoA reductasas de T. aromatica, R. palustris, A. 
evansii y Azoarcus sp. CIB se han caracterizado bioquímicamente (Boll y Fuchs, 1995; 
Gibson y Gibson, 1992; Ebenau-Jehle et al., 2003; López-Barragán et al., 2004a); las 
benzoil-CoA reductasas de A. aromaticum EbN1 y Magnetospirillum sp. TS-6 se han 
detectado por comparación de secuencia con las ya descritas; la 3-hidroxibenzoil-CoA 
(3HBz-CoA) reductasa de A. aromaticum EbN1 pertenece a un cluster que muestra una 
inducción específica en presencia de 3-hidroxibenzoato (Wöhlbrand et al., 2007). Las 
subunidades α y δ de la 3-hidroxibenzoil-CoA reductasa son idénticas a las correspondientes 
subunidades de la benzoil-CoA reductasa de A. aromaticum EbN1.  
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Los clusters génicos responsables de las rutas anaeróbicas de degradación de 
compuestos aromáticos contienen frecuentemente genes codificantes de las ferredoxinas 
encargadas de suministrar el poder reductor al complejo reductasa (Figura 5). En la 
Figura 46 se muestra el árbol filogenético resultante de la comparación de diversas 
ferredoxinas presentes en los clusters catabólicos de Azoarcus sp. CIB, T. aromatica, R. 
palustris, A. evansii, A. aromaticum EbN1 y Magnetospirillum ST-6. Podemos observar que al 
igual que sucede con las reductasas, las ferredoxinas asociadas a benzoil-CoA reductasas 
de los géneros Azoarcus/Aromatoleum forman un grupo evolutivo diferente al constituido 
por las ferredoxinas asociadas a benzoil-CoA reductasas de los géneros Thauera/ 
Rhodopseudomonas/Magnetospirillum. Curiosamente, la ferredoxina MbdM asociada a la 3-
metilbenzoil-CoA reductasa se incluye en el grupo de Thauera. Esta similitud se podría 
corresponder con la existencia en el cluster mbd de sistemas de regeneración de poder 
reductor, que ceden los electrones a la ferredoxina, similares a los descritos en Thauera 
(Dörner y Boll, 2002). 
Los sistemas de regeneración de poder reductor transfieren electrones a las 
ferredoxinas, que a su vez se los transferirán a las reductasas de compuestos 
aromáticos. Las actividades enzimáticas descritas hasta el momento que cumplen la 
función regeneradora del poder reductor son la α-cetoglutarato:ferredoxina óxido-
Figura 46. Árbol filogenético de las ferredoxinas asociadas a benzoil-CoA reductasas 
dependientes de ATP. El alineamiento múltiple de las proteínas se realizó con el programa 
ClustalW y el árbol filogenético se ha realizado y visualizado como se indica en el apartado 
9.2 de Materiales y Métodos. La barra que indica la escala equivale a una sustitución de un 
aminoácido por cada 10. Junto a cada rama del árbol filogenético se indica la proteína y su 
código de GenBank. También se indica el nombre del microorganismo al que pertenece la 
proteína y, dado que todos los microorganismos son Gram-negativos del filo Proteobacteria, 
se indica la clase a la que pertenecen (α o β). A la derecha se detalla el cluster en el que se 
localizan los genes y entre paréntesis el compuesto aromático sustrato de la ruta catabólica. 
Los rectángulos sombreados indican diferentes grupos de proteínas: amarillo, grupo 
Azoarcus; verde, grupo Thauera; gris, ferredoxina del cluster mbd. 
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reductasa de T. aromatica (Dörner y Boll, 2002) y la α-cetoglutarato:NADP+ óxido-
reductasa de A. evansii (Ebenau-Jehle et al., 2003). Ambas actividades catalizan la 
transformación de α-cetoglutarato a succinil-CoA, por lo que se conocen como KGOR 
(keto-glutarate oxido-reductases), y se diferencian, entre otras cosas, en el número de 
subunidades que las componen. La actividad KGOR descrita en T. aromatica está 
codificada por los genes korAB, incluidos en el cluster bcr para la degradación anaeróbica 
del benzoato, al igual que en Magnetospirillum y algunas cepas de Rhodopseudomonas. La 
actividad KGOR de A. evansii está constituida por tres subunidades diferentes 
codificadas por los genes korCAB, no ligados al cluster bzd, y se acopla a una 
NADPH::ferredoxina óxido-reductasa posiblemente codificada por el gen bzdV (para 
revisión Carmona et al., 2009). El análisis del genoma de Azoarcus sp. CIB revela la 
existencia de tres posibles sistemas KGOR, dos de ellos de tipo Thauera (korA1B1 y 
korA2B2) y uno de tipo Azoarcus (korCAB). Los genes korA2B2 se localizan en el cluster 
mbd inmediatamente adyacentes al gen mbdM, lo que está de acuerdo con la hipótesis de 
que la 3-metilbenzoil-CoA reductasa utiliza un sistema regenerador de poder reductor 
similar al caracterizado en T. aromatica y diferente al de la benzoil-CoA reductasa de la 
cepa CIB. Esta observación también está de acuerdo con el hecho de que un mutante en 
la ruta bzd, Azoarcus sp. CIBdbzdN, es capaz de utilizar 3MBz como única fuente de 
carbono, lo que sugiere que la reducción del 3-metilbenzoil-CoA no depende del sistema 
regenerador KorABC que involucra también al gen bzdV. No obstante, la confirmación 
de que la actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa requiere la participación de la 
ferredoxina MbdM y la enzima KGOR (KorA2B2) necesita un estudio bioquímico 
adicional.  
2.1.3. Purificación y caracterización de la metil-ciclohexa-1,5-
dieno-carboxil-CoA hidratasa (MbdW) 
El análisis del cluster mbd revela la presencia de tres genes cuyos productos 
muestran similitud de secuencia con las enzimas necesarias para la β-oxidación 
modificada del compuesto alicíclico producto de la reducción del benzoil-CoA. Estos 
tres genes se denominaron mbdW, mbdX y mbdY, atendiendo a la nomenclatura de los 
genes equivalente en el cluster bzd y presuntamente codifican las actividades metil-
ciclohexa-1,5-dieno-carboxil-CoA hidratasa (MbdW), metil-6-hidroxiciclohex-1-eno-1-
carbonil-CoA deshidrogenasa (MbdX), y metil-6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA 
hidrolasa (MbdY), respectivamente. 
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La actividad metil-ciclohexa-1,5-dieno-carboxil-CoA hidratasa es la encargada de 
iniciar la β-oxidación del compuesto alicíclico generado tras la reducción del 3-
metilbenzoil-CoA. En el transcurso de esta Tesis Doctoral se clonó el gen mbdW, se 
purificó la proteína MbdW y se caracterizó su actividad enzimática. Los ensayos de 
actividad enzimática mostraron que MbdW es capaz de catalizar la reacción de 
hidratación (metil-dienoil-CoAmetil-6OH-monoenoil-CoA) y la reacción reversa 
(metil-6OH-monoenoil-CoAmetil-dienoil-CoA). Además MbdW reconoce como 
sutratos tanto los derivados metilados como los no metilados (ver Figura 17). Como se 
puede observar en el apartado 3.3 de Resultados, MbdW posee una actividad específica 
similar a la de proteínas con una función análoga como BamRSyn. 
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Figura 47. Árbol filogenético de diferentes acil-CoA hidratasas presentes en clusters 
de degradación anaeróbica de compuestos aromáticos. El alineamiento múltiple de las 
proteínas se realizó con el programa ClustalW y el árbol filogenético se ha realizado y 
visualizado como se indica en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. La barra que indica 
la escala equivale a una sustitución de un aminoácido por cada 10. Junto a cada rama del 
árbol filogenético se indica el nombre de la proteína y su código de GenBank. También se 
indica el nombre del microorganismo al que pertenece la proteína y, dado que todos los 
microorganismos son Gram-negativos del filo Proteobacteria, se indica la clase a la que 
pertenecen (α, β o δ). A la derecha de cada panel se muestra el cluster en el que que se 
localizan los genes y el sustrato de la hidratasa: dienoil hace referencia a compuestos de 
tipo ciclohex-1,5-dieno-1-carbonil-CoA, que en algunos casos pueden presentar sustituciones 
de tipo hidroxilo o metilo en posición meta; monoenoil hace referencia al compuesto 
ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA, que sólo posee una insaturación en su estructura cíclica; 
monoenoil? señala que se desconoce la naturaleza del compuesto que se forma pero por la 
similitud de los genes hbc con los genes bad se cree que puede tratarse de un compuesto 
monoenoil. Los rectángulos sombreados indican diferentes grupos de proteínas: amarillo, 
dienoil-CoA hidratasas grupo Azoarcus; verde, dienoil-CoA hidratasas grupo Thauera; rojo, 
hidratasas grupo Rhodopseudomonas.  
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La caracterización de la proteína MbdW como una metil-ciclohexa-1,5-dieno-
carbonil-CoA hidratasa ha permitido confirmar la ruta anaeróbica de degradación de 
3MBz vía reducción del anillo aromático con dos electrones, similar a la descrita para la 
degradación anaeróbica del benzoato en bacterias anaerobias no fotosintéticas. 
La conformación activa de la proteína MbdW recombinante purificada se definió 
como un dímero-trímero mediante experimentos de filtración en gel. Este estado 
oligomérico también había sido determinado para la proteína BamRGeo, la cual ejerce la 
actividad ciclohexa-1,5-dieno-carboxil-CoA hidratasa en la ruta catabólica de 
degradación del benzoato en G. metallireducens (Peters et al., 2007), y está de acuerdo con 
el estado dimérico determinado para Dch de T. aromatica (Laempe et al., 1998). 
La Figura 47 muestra un estudio filogenético de las proteínas acil-CoA hidratasas 
asociadas a clusters para la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos que tienen 
la función de iniciar el proceso de β -oxidación encaminado a degradar el producto de la 
reducción del anillo aromático. Se puede observar que las dienoil-CoA hidratasas 
forman dos grandes grupos: a) el grupo Thauera que incluye a las hidratasas de T. 
aromatica (Dch), G. metallireducens (BamR) y Magnetospirillum (Dch), así como a MbdW; b) 
el grupo Azoarcus incluye a las hidratasas de bacterias de los géneros Azoarcus, 
Aromatoleum y Syntrophus. Por el contrario la ciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (monoenoil-
CoA) hidratasa de R. palustris (BadK) y las hidratasas relacionadas con la ruta del 3-
hidroxibenzoil-CoA en Thauera y Azoarcus no constituyen un grupo homogéneo.  
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 Por analogía con la ruta bzd, el producto de la catálisis de MbdW sufrirá 
sucesivamente una deshidrogenación y una hidrólisis. MbdX codificaría una 
actividad metil-6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA deshidrogenasa, mientras 
que MbdY sería responsable de la actividad metil-6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-
CoA hidrolasa que actuaría a continuación, provocando una ruptura hidrolítica del 
anillo alicíclico que daría lugar al compuesto alifático hidroxi-metil-pimelil-CoA. El 
análisis filogenético de MbdX, MbdY y las correspondientes proteínas con una 
funcionalidad similar presentes en los clusters anaeróbicos para la degradación del 
benzoato y 3-hidroxibenzoato reveló de nuevo que tanto MbdX como MbdY 
muestran una similitud mayor con el grupo evolutivo Thauera que con el grupo Azoarcus 
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Figura 48. Árboles filogenéticos de diferentes hidroxiacil-CoA deshidrogenasas, panel 
A) y oxoacil-CoA hidrolasas, panel B), presentes en clusters de degradación 
anaeróbica de compuestos aromáticos. El alineamiento múltiple de las proteínas se 
realizó con el programa ClustalW y el árbol filogenético se ha realizado y visualizado como 
se indica en el apartado 9.2 de Materiales y Métodos. La barra que indica la escala equivale 
a una sustitución de un aminoácido por cada 10. Junto a cada rama del árbol filogenético se 
indica el nombre de la proteína y su código de GenBank. También se indica el nombre del 
microorganismo al que pertenece la proteína y, dado que todos los microorganismos son 
Gram-negativos del filo Proteobacteria, se indica la clase a la que pertenecen (α, β o δ). A la 
derecha de cada panel se muestra el cluster en el que se localizan los genes y el tipo de 
hidroxiacil-CoA/oxoacil-CoA sustrato de las deshidrogenasas/hidrolasas. La abreviatura eno 
hace referencia a la existencia de enlaces insaturados en el compuesto cíclico sustrato de la 
deshidrogenación/hidrólisis, mientras que saturado indica su carencia; saturado? indica que 
se desconoce la naturaleza del derivado formado, pero por la similitud de los genes hbc con 
los bad se considera más probable la formación del compuesto saturado. Los compuestos 
insaturados son el 6-hidroxiciclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (sustrato de las deshidrogenasas) 
y 6-cetociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA (sustrato de las hidrolasas) que en algunos casos 
pueden presentar sustituciones de tipo hidroxilo o metilo. Saturado hace referencia a los 
compuestos 2-hidroxiciclohexano-1-carbonil-CoA (sustrato de las deshidrogenasas) y 2-
cetociclohexano-1-carbonil-CoA (sustrato de las hidrolasas). Los rectángulos sombreados 
indican diferentes grupos de proteínas: amarillo, grupo Azoarcus; verde, grupo Thauera; rojo, 
grupo R. palustris; violeta, Desulfococcus. 
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(Figura 48). Ambos grupos están alejados filogenéticamente de las deshidrogenasas e 
hidrolasas que actúan en la ruta del 3-hidroxibenzoato o en la ruta del benzoil-CoA de 
R. palustris (Figura 48). 
Los diferentes análisis filogenéticos presentados en esta Tesis sugieren que tanto 
el sistema regenerador de poder reductor de la reductasa (MbdM y KorA2B2) como las 
enzimas implicadas en la β-oxidación del producto de reducción del anillo aromático 
(mbdWXY) en la ruta mbd tienen un origen evolutivo más próximo al de los 
correspondientes sistemas de la ruta del benzoil-CoA de Thauera/Magnetospirillum que al 
de los sistemas de la ruta del benzoil-CoA de las cepas del propio género 
Azoarcus/Aromatoleum. La adquisición de los genes mbdMkorA2B2 y mbdWXY por la ruta 
mbd de Azoarcus sp. CIB a partir de los genes equivalentes de la ruta del benzoil-CoA de 
Thauera/Magnetospirillum mediante procesos de transferencia horizontal de DNA y su 
posterior adapatación para un metabolismo eficaz del 3-metilbenzoil-CoA, supone una 
hipótesis plausible que debería ser estudiada en el futuro. 
2.2. Análisis del resto de los genes catabólicos del cluster 
mbd: propuesta de la ruta mbd 
Las evidencias experimentales obtenidas del análisis de la actividad de la 3MBz-
CoA ligasa (MbdA), la 3-metilbenzoil-CoA reductasa (MbdONQP) y la dienoil-CoA 
hidratasa (MbdW), así como la similitud de secuencia de las proteínas MbdWXY con las 
proteínas equivalentes de la ruta central del benzoil-CoA en Thauera/Magnetospirillum, 
nos permiten proponer un esquema de las transformaciones bioquímicas que 
experimenta el 3-metilbenzoil-CoA hasta el producto de la apertura del anillo (hidroxi-
metil-pimelil-CoA) (Figura 49). Sin embargo, se requieren datos experimentales para 
identificar cuál es exactamente el derivado dienoil-CoA generado por la acción de la 3-
metilbenzoil-CoA reductasa. La pérdida de la aromaticidad del 3-metilbenzoil-CoA 
debido a la actividad reductasa implica la existencia de dos posibles productos diferentes 
según la posición del grupo metilo respecto a los dos dobles enlaces generados: 3-metil-
ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (3a) y 5-metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA (3b) 
(Figura 49). La acción sucesiva de MbdW, MbdX y MbdY sobre uno de los dos 
intermediarios formados, presumiblemente conduciría a la apertura del anillo con la 
formación de un 3-hidroxi-pimelil-CoA que contendría un grupo metilo ubicado en las 
posiciones 6 (6a) ó 4 (6b) (Figura 49). 
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El producto resultante de la apertura del anillo alicíclico derivado de la reducción 
del benzoato en R. palustris, el pimelil-CoA, sufre una β-oxidación que conduce a la 
formación de glutaril-CoA y en la que interviene el cluster pim que codifica una acil-CoA 
deshidrogenasa (PimCD), una enoil-CoA hidratasa (PimF), una hidroxiacil-CoA 
deshidrogenasa (PimE) y una β-cetotiolasa (PimB) (Harrison y Harwood, 2005). El 
cluster thn, responsable de la degradación de la tetralina (1,2,3,4-tetrahidronaftaleno) en 
Sphingomonas macrogolitabida TFA, codifica las proteínas ThnJKLIN que guardan similitud 
con PimCDFEB de R. palustris y participan en la incorporación del pimelil-CoA 
generado en la degradación del compuesto bicíclico al metabolismo central de la bacteria 
(López-Sánchez et al., 2010). En ambos microorganismos la generación de mutantes en 
estos genes no supone la pérdida de la capacidad de crecimiento en los compuestos 
aromáticos en cuya ruta participan, lo que sugiere que otros clusters génicos que codifican 
rutas de β-oxidación de ácidos dicarboxílicos y que están presentes en el genoma de 
estas bacterias pueden suplir a los genes pim y thn involucrados en las rutas bajas de 
incorporación al metabolismo central (Harrison y Harwood, 2005; López-Sánchez et al., 
2010). 
A
3-hidroxi-6-metil-
pimelil-CoA
6-metil-3-ceto-
pimelil-CoA
2-pentenoil-
CoA
4-metil-
glutaril-CoA
NAD+
NADH+H+
Hidroxiacil-CoA
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Acetil-CoA
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NADH+H+
+ CO2
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pimelil-CoA
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2-metil-
crotonil-CoA
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Hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa Orf5
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+
Propionil-CoAOrf9 ?
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(Clostridium aminovalericum)
(mitocondrias Ascaris suum)
Figura 50. Esquema bioquímico de las dos alternativas propuestas para la ruta baja de 
degradación del 3MBz en Azoarcus sp. CIB. En el panel A) se propone una posible ruta de 
degradación en el caso de que el producto de la ruta alta de degradación del 3MBz fuera el 
3-hidroxi-6-metil-pimelil-CoA. En el panel B) se propone una posible ruta catabólica en el 
caso de que el intermediario generado en la ruta alta de degradación del 3MBz fuera el 3-
hidroxi-4-metil-pimelil-CoA. Las flechas verdes indican los pasos necesarios para la β-
oxidación de ácidos dicarboxílicos de cadena media; las rojas, la actividad (metil)-glutaril-
CoA deshidrogenasa; las flechas discontinuas azules indican la β-oxidación de ácidos 
dicarboxílicos de cadena corta; las flechas discontinuas amarillas indican rutas de 
degradación que pueden producir 2-pentenoil-CoA o 2-metil-crotonil-CoA (tigloil-CoA).  
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El genoma de A. aromaticum EbN1 también contiene múltiples clusters que agrupan 
genes que podrían estar relacionados con la β-oxidación de ácidos dicarboxílicos, por lo 
que son candidatos para participar en la degradación del 3-hidroxi-pimelil-CoA 
generado en la ruta central del benzoil-CoA (Rabus et al., 2005). El análisis de la 
secuencia del genoma de Azoarcus sp. CIB también ha revelado la presencia de diversas 
agrupaciones de genes que muestran similitud con los genes pim. La existencia de varios 
clusters pim en el genoma de Azoarcus sp. CIB podría suponer que alguno de ellos se ha 
especializado en la conversión del 3-hidroxi-metil-pimelil-CoA a metil-glutaril-CoA 
(Figura 50) si bien, como se detalla en párrafos anteriores, la existencia de clusters pim 
relacionados con la degradación de ciertos compuestos aromáticos no excluye la 
posibilidad de que otros clusters similares suplan su función en un momento dado. 
El glutaril-CoA sufre una deshidrogenación y una descarboxilación a crotonil-
CoA por parte de una actividad glutaril-CoA deshidrogenasa (GcdH), que ha sido 
caracterizada en Azoarcus sp. CIB (Blázquez et al., 2008) y G. metallireducens (Wischgoll et 
al., 2009). En D. multivorans la glutaril-CoA deshidrogenasa sólo lleva a cabo la 
deshidrogenación y se requiere una glutaconil-CoA descarboxilasa adicional para la 
formación de crotonil-CoA (Wischgoll et al., 2009; Wischgoll et al., 2010). Al contrario 
de lo que ocurre con los genes que codifican las rutas de β-oxidación de ácidos 
dicarboxílicos, el gen gcdH suele estar presente en el cromosoma de los diferentes 
microorganismos en una sola copia (Carmona et al., 2009). El producto de la acción de 
las glutaril-CoA deshidrogenasas descarboxilantes sobre el glutaril-CoA es el crotonil-
CoA, que continúa siendo oxidado a través de una β -oxidación de ácidos dicarboxílicos 
de cadena corta hasta dar lugar a dos moléculas de acetil-CoA (Gallus y Schink, 1994). 
La cepa Azoarcus sp. CIBdgcdH (mutante por inserción en el gen gcdH) es capaz de 
utilizar m-xileno como única fuente de carbono y energía (Blázquez et al., 2008), por lo 
que el gen gcdH no parece estar implicado en la degradación anaeróbica de 3-
metilbenzoil-CoA y se postula la existencia de una actividad enzimática específica 
encargada de la transformación del metil-glutaril-CoA en Azoarcus sp. CIB. El análisis de 
los productos proteicos del cluster mbd revela la existencia de una proteína (Orf5) que 
muestra una identidad significativa (~30%) con enzimas glutaril-CoA deshidrogenasas 
de distintos microorganismos y que, por tanto, podría ser la encargada de la 
descarboxilación oxidativa del metil-glutaril-CoA. 
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En la Figura 50 se pueden observar los dos productos propuestos resultantes de la 
oxidación y descarboxilación del metil-glutaril-CoA. La transformación del 4-metil-
glutaril-CoA podría generar 2-pentenoil-CoA, molécula identificada como un 
intermediario de la fermentación de 5-aminovalerato en Clostridium aminovalericum (Barker 
et al., 1987). Por otro lado, la descarboxilación del 2-metil-glutaril-CoA daría lugar a 2-
metil-crotonil-CoA, un intermediario de la degradación de la isoleucina (Conrad et al., 
1974) y de la degradación de ácidos grasos ramificados en las mitocondrias anaerobias 
(insensibles ante el cianuro, carecen de la cadena de transporte de electrones) de Ascaris 
suum (Komuniecki et al., 1984; Ma et al., 1993). En ambos casos, la β-oxidación del 2-
pentenoil-CoA y del 2-metil-crotonil-CoA generará propionil-CoA y acetil-CoA. Un 
análisis detallado del cluster mbd revela que los productos Orf3/Orf9 (posible enoil-CoA 
hidratasa), Orf4 (posible hidroxiacil-CoA deshidrogenasa) y Orf2 (posible β-cetotiolasa) 
(Tabla 6) podrían ser los encargados dicha β-oxidación (Figura 50). 
El propionil-CoA sufriría sucesivamente una carboxilación para dar lugar a 2-
metil-malonil-CoA y posteriormente una actividad mutasa trasladaría el grupo carboxilo 
al carbono 4, con la consiguiente formación de succinil-CoA, intermediario central del 
metabolismo, en un proceso dependiente de la vitamina B12 (Weissbach et al., 1959; 
Lengyel et al., 1960). La confirmación experimental de la identidad de los genes 
implicados en la ruta baja del 3-metilbenzoil-CoA será objeto de estudio en el futuro. 
En conclusión, el análisis de la los genes catabólicos mbd para la degradación 
anaeróbica de 3MBz en Azoarcus sp. CIB que se ha realizado en esta Tesis Doctoral 
evidencia la existencia de una nueva ruta metabólica central cuyas etapas enzimáticas 
básicas son análogas a las de la ruta bzd para la degradación anaeróbica del benzoato 
pero que difiere de ésta en los intermediarios metabólicos formados y en las enzimas 
implicadas. En ocasiones las actividades enzimáticas equivalentes de ambas rutas 
podrían ser intercambiables, pues las proteínas son capaces de reconocer tanto las 
moléculas derivadas del benzoil-CoA como las procedentes del 3-metilbenzoil-CoA, 
como es el caso de la benzoil-CoA reductasa BzdNOPQ (López-Barragán et al., 2004) y 
la 3-metilbenzoil-CoA reductasa MbdONQP. En otros casos, este intercambio de 
funciones no sería posible, como ocurre con la benzoato-CoA ligasa BzdA (López-
Barragán et al., 2004), que es incapaz de reconocer el derivado metilado del benzoato 
mientras que su proteína homóloga, MbdA, puede reconocer tanto el compuesto 
metilado como el no metilado. Esta posible complementación de funciones a nivel 
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bioquímico se ve, sin embargo, restringida por la regulación transcripcional específica de 
ambos clusters, que sólo se expresan en presencia del derivado CoA específico de cada 
ruta (ver siguientes apartados). 
3. Organización transcripcional del cluster mbd e 
identificación de su regulación específica 
El análisis de las capacidades que tienen las bacterias para emplear compuestos 
aromáticos como fuente de carbono y energía ha de conjugar el estudio de las reacciones 
bioquímicas necesarias para el catabolismo con el de los mecanismos de regulación 
necesarios para que las actividades enzimáticas apropiadas se expresen. A pesar de que la 
regulación de un proceso metabólico puede ejercerse a través de diferentes niveles de 
control (transcripcional, traduccional y post-traduccional) en este trabajo nos hemos 
centrado en el estudio de la regulación a nivel transcripcional, que constituye el 
mecanismo más común, o al menos el más estudiado por ser el primer nivel de 
regulación, para el control de la expresión de los clusters catabólicos de compuestos 
aromáticos (Shingler, 2003; Tropel y van der Meer 2004; Díaz y Prieto, 2000; Carmona 
et al., 2008; Carmona et al., 2009). 
3.1. Organización transcripcional del cluster mbd 
El análisis de la disposición física de los genes mbd en el genoma de Azoarcus sp. 
CIB sugería la existencia de, al menos, dos operones catabólicos divergentes, mbdO-orf9 y 
mbdB1-mbdA (Figura 18), y de un gen regulador, mbdR, que se transcribiría en 
orientación contraria al operón mbdB1-mbdA. Esta organización se corroboró de forma 
experimental y se confirmó la inducción de los operones mbd cuando Azoarcus sp. CIB 
utilizaba 3MBz como única fuente de carbono. (Figura 18). Mediante experimentos de 
RT-PCR en los que se comparaba la expresión de los operones catabólicos en Azoarcus 
sp. CIB y Azoarcus sp. CIBdmbdR se comprobó que mbdR codificaba un represor 
transcripcional específico del cluster mbd (Figura 22). Además, el análisis in silico del cluster 
mbd y el posterior estudio experimental permitieron detectar un tercer operón catabólico 
que integra exclusivamente al gen mbdA, y que por tanto sería solapante con el operón 
mayoritario mbdB1-mbdA. En la Figura 51 se muestra un esquema resumen de los 
operones que han sido identificados en el cluster mbd. 
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Mediante experimentos de extensión por cebador (primer extension) se determinó el 
punto de inicio de la transcripción en los promotores que controlaban la expresión de 
los cuatro operones propuestos (Figuras 19, 36, 38). Mediante ensayos β-galactosidasa 
en los que se utilizaron fusiones traduccionales con el gen testigo lacZ, experimentos de 
RT-PCR y primer extension, se concluyó que los promotores PO y PB1 eran claramente 
inducibles cuando Azoarcus sp. CIB se cultivaba en presencia de 3MBz (Figuras 18, 19 y 
21). Experimentos similares apuntaban a que PA y P3R eran promotores débiles y de 
expresión básicamente constitutiva en las condiciones de estudio, si bien se observó un 
ligero incremento la actividad  de P3R cuando las células se cultivaban en presencia de 
3MBz (Figura 38). 
La organización del cluster mbd en el cromosoma de Azoarcus sp. CIB difiere de la 
del cluster bzd del propio microorganismo (López-Barragán et al., 2004). Mientras que en 
el cluster bzd los genes catabólicos y de transporte se disponen en un único operón que 
codifica la ruta central del benzoil-CoA y la ruta periférica del benzoato (gen bzdA), en 
el caso del cluster mbd existen dos operones divergentes controlados por los promotores 
PO y PB1. El operón controlado por el promotor PO agrupa a todos los genes que 
codifican la ruta central del 3-metilbenzoil-CoA y que presentan similitud con los 
presentes en el cluster bcr, responsable de la ruta central del benzoil-CoA en T. aromatica, 
como por ejemplo los genes que codifican: a) las cuatro subunidades de la reductasa, b) 
las tres actividades encargadas de la β-oxidación modificada del producto de la 
reducción del anillo y c) un sistema KGOR de dos componentes (tipo Thauera) y la 
ferredoxina que aporta los electrones a la reductasa. En el operón controlado por PO se 
localizan además dos grupos de genes que podrían codificar actividades necesarias para 
la ruta baja del 3-metilbenzoil-CoA. Por otro lado, el operón controlado por el 
promotor PB1 codifica la ruta periférica del 3MBz que incluye al presunto transportador 
de 3MBz y la 3MBz-CoA ligasa. Dado que el gen mbdA posee además su propio 
1 kb
PO
PB1 PA
P3R
mbdR
mbdAmbdB1    B2   B3     B4  B5
mbdPorf1mbdWmbdMkorA2korB2 orf2orf3orf4orf5orf6orf7orf8orf9 mbdYmbdX mbdQmbdN mbdO
Figura 51. Esquema representativo de los operones identificados en el cluster mbd de 
Azoarcus sp. CIB. Los promotores que se han identificado aparecen representados con 
flechas curvadas. Las flechas correspondientes a los promotores catabólicos divergentes PO 
y PB1 se muestran en color azul y amarillo, y las que representan a los promotores PA y P3R 
en rojo y negro respectivamente. La longitud del transcrito deducida de los experimentos de 
RT-PCR se indica con una línea punteada del mismo color que el promotor correspondiente. 
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promotor (PA) y que el gen que codifica la benzoato-CoA ligasa de la ruta periférica del 
benzoato no se encuentra ligado a los genes de la ruta central del benzoil-CoA en 
algunos microorganismos tales como cepas de los géneros Magnetospirillum y Thauera, 
(Figura 5), podría pensarse que el operón mbdB1-mbdA que codifica la ruta periférica del 
3MBz en Azoarcus sp. CIB, haya sido el resultado de la adquisición independiente de los 
genes mbdB1-B5 por un lado y del gen mbdA, por otro. 
3.2. Identificación del regulador transcripcional específico 
del cluster mbd y de su molécula inductora 
El análisis de la secuencia del producto del gen mbdR reveló su pertenencia a la 
familia TetR de reguladores transcripcionales (para revisión, Ramos et al., 2005 y Yu et 
al., 2010). El 80% de los genomas de bacterias secuenciados hasta la fecha codifica al 
menos un regulador del tipo TetR, lo que hace que esta familia de reguladores 
transcripcionales sea la tercera más frecuente en bacterias (Yu et al., 2010). 
La familia TetR toma su nombre del regulador transcripcional TetR que ciontrola 
la expresión de los genes tet, que confieren resistencia a la tetraciclina en E. coli (George 
y Levy, 1983); esta familia se encuentra distribuida prácticamente en todos los grupos 
taxonómicos bacterianos, tanto en bacterias Gram-positivas como Gram-negativas, y 
forma parte de los circuitos de regulación que controlan una gran variedad de procesos 
celulares, tales como procesos de diferenciación celular, virulencia y quorum-sensing 
(Ramos et al., 2005). La proteína TetR ha sido caracterizada a nivel genético y 
bioquímico (Tovar et al., 1988; Hillen y Berens, 1994; Hinrichs et al., 1994; Helbl et al., 
1995; Orth et al., 2000; Kamionka et al., 2004; Seedorff et al., 2009). Su mecanismo de 
acción consiste en la unión al DNA en una región palindrómica operadora específica del 
promotor, lo que bloquea la unión de la RNA polimerasa impidiendo la transcripción 
(Bertrand et al., 1983; Orth et al., 2000). Las principales estructuras tridimensionales 
elucidadas hasta el momento (Tabla 7) indican que las proteínas de la familia TetR 
siempre forman dímeros (Yu et al., 2010), si bien su interacción con el promotor que 
controlan puede originar la formación de tetrámeros, que son en realidad la suma de dos 
dímeros, como ocurre con la proteína QacR (Schumacher et al., 2002), la cual reconoce 
dos secuencias palindrómicas en el promotor sobre el que actúa. Los experimentos de 
ultracentrifugación analítica realizados con la proteína MbdR purificada revelaron una 
conformación nativa dimérica para la proteína en solución (Figura 26). 
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Los reguladores de la familia TetR están típicamente constituidos por nueve 
hélices alfa, de las cuáles las tres primeras constituyen la región de unión al DNA, en la 
que se encuentra el dominio HTH (hélice-giro-hélice) (Yu et al., 2010). Esta región es la 
más conservada entre los distintos miembros de la familia TetR, tanto a nivel de 
estructura primaria como terciaria. El dominio carboxilo-terminal, conformado por las 
hélices alfa que siguen al dominio HTH, presenta una baja identidad de secuencia entre 
las proteínas de la familia TetR, y se ha postulado como una región importante para el 
proceso de dimerización de la proteína y el reconocimiento del inductor específico que 
inhibe su acción represora de la transcripción (Hinrichs et al., 1994; Orth et al., 1998). En 
ocasiones los reguladores de la familia TetR pueden reconocer un amplio rango de 
compuestos, tal y como se puede observar en la Tabla 7. Cada molécula de regulador 
suele presentar una cavidad para la unión con el ligando que posee una cierta 
flexibilidad, tiene forma triangular y está definida por las hélices α5, α6 y α7. (Alguel et 
al., 2007; Gu et al., 2007; Yu et al., 2010). 
En la Figura 52 se presenta un alineamiento de la secuencia de la proteína MbdR 
con proteínas de la familia TetR cuya estructura tridimensional se conoce. La proteína 
MbdR posee una estructura de ocho hélices alfa arquetípica de la familia de reguladores 
TetR. Podemos observar la elevada conservación de la secuencia de aminoácidos en el 
extremo amino-terminal de la proteína, en el cual se encuentran las tres hélices alfa 
necesarias para la interacción del regulador con el DNA a través de una estructura de 
tipo HTH. Por el contrario, la región carboxilo-terminal está mucho menos conservada; 
su presunta función estaría relacionada con la dimerización de la proteína y el 
reconocimiento de su efector específico, el 3-metilbenzoil-CoA. La predicción de la 
estructura tridimensional de MbdR realizada con el programa 3D-Jigsaw (Figura 23B) 
sólo permite modelar las primeras seis hélices alfa de la proteína, con lo que no 
disponemos de un modelo tridimensional completo que nos permita reconstruir in silico 
el homodímero MbdR y tratar de delimitar su sitio de interacción con el efector.  
Los experimentos de retardo en gel realizados con la proteína MbdR purificada 
sobre sondas que contenían los promotores PO y PB1 mostraron una interacción directa 
entre el regulador y los promotores, con unas Kd estimadas de ~1.8 nM para MbdR-PO y 
~3.7 nM para MbdR-PB1 en las condiciones de ensayo empleadas. TetR se une con su 
operador tetO con una afinidad de 1 nM, mientras que otros miembros de la familia 
como Sco4025 y Sco7222 presentan unas afinidades inferiores por sus respectivos 
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promotores  (para revisión Ramos et al., 2005; Yu et al., 2010). Mediante experimentos 
de protección frente a la digestión por DNasa I (footprinting) se determinó la región de 
interacción (operadora) de MbdR, la cual solapa con la caja -10 y el punto de inicio de la 
transcripción en el promotor PO y con las cajas -10 y -35 en el promotor PB1. La huella 
de protección identificada mediante los experimentos de footprinting estaba centrada en 
dos secuencias palindrómicas de 4 nt separadas por 10 nt: ATAC-[10 nt]-GTAT
La secuencia operadora de MbdR se usó para la búsqueda in silico de secuencias 
homólogas en el cluster mbd. Se detectó una posible secuencia palindrómica de 
reconocimiento de MbdR en la región situada entre los genes mbdB1 y mbdA (
. En la 
Tabla 8 podemos observar una comparación de las secuencias palindrómicas incluidas 
en las diferentes regiones operadoras que son reconocidas por proteínas de la familia 
TetR. Las secuencias palindrómicas de reconocimiento oscilan entre 2pb (Sco7704, 
EF0787) y 30 pb (QacR, ADK23698). La secuencia reconocida por QacR representa 
una excepción para la mecanística de interacción entre una proteína de la familia TetR y 
su operador específico, puesto que contiene una secuencia palindrómica muy extendida 
y sin espaciador (Tabla 8) que a su vez posee secuencias internas parcialmente 
palindrómicas, con el resultado final de que al operador se unen dos homodímeros de la 
proteína en lugar de uno solo (Schumacher et al., 2001). Dado que, de los reguladores de 
tipo TetR conocidos sólo QacR y CgmR interaccionan con el DNA mediante la unión 
de dos dímeros (Schumacher et al., 2001; Itou et al., 2005), siendo las secuencias de DNA 
necesarias para dicho reconocimiento de 26 y 30 pb respectivamente, y dado que la 
secuencia palindrómica reconocida por MbdR tiene una longitud (18 pb) similar a la 
longitud promedio de las secuencias reconocidas por los reguladores TetR (Tabla 8), 
podemos sugerir que la interacción de MbdR con el DNA tiene lugar mediante la unión 
específica de un solo homodímero del regulador. En este contexto la aparición del 
Complejo I MbdR-PO/PB1 (Figura 28) podría explicarse como un estado de transición en 
el que una sola molécula de MbdR se ha unido a una de las mitades de la secuencia 
palindrómica. 
ATAC-[10 
nt]-GTAC) y varias secuencias análogas en el promotor P3R, siendo la más conservada de 
ellas AGAC-[9 nt]-GTAC (Figuras 36C y 38C). Mediante experimentos de retardo en gel 
se confirmó la existencia de una interacción específica entre la proteína MbdR y los 
promotores PA (Kd MbdR-PA ~5.9 nM) (Figura 37) y P3R (Figura 39). En el caso del 
promotor P3R, se observaron numerosas bandas de retardo, lo que estaría de acuerdo 
con la existencia de varias regiones operadoras para MbdR en dicho promotor (Figura 
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R38C), aunque la afinidad de la interacción (~100 nM para que el 50% de la sonda esté 
libre y el 50% restante en algún complejo de unión) era claramente inferior a la 
observada en los promotores PO, PB1 y PA. Los experimentos de footprinting confirmaron 
la unión de la proteína MbdR a la secuencia operadora predicha en el promotor PA. 
Basándonos en los resultados obtenidos en los experimentos de retardo en gel se 
procedió a realizar ensayos de protección frente a la digestión por DNasa I en el 
promotor P3R, pero resultó imposible detectar huellas de protección o regiones de 
hipersensibilidad a la digestión (datos no mostrados). En el futuro se optimizarán las 
condiciones de footprinting para tratar de identificar las huellas de protección de MbdR en 
el promotor P3R. La existencia de un promotor, PA, que presenta bajos niveles de 
actividad y dirige en exclusiva la transcripción del gen mbdA pero que, sin embargo, 
también interacciona con MbdR, junto con la existencia de diversas cajas operadoras 
para el regulador en el promotor P3R que controla su propia transcripción, plantea la 
existencia de un complejo circuito regulador estrechamente dependiente de las 
variaciones de concentración de MbdR y de la estequeometría de éste con su inductor 
específico. 
Regulador Secuencia palindrómica 
Longitud 
total  
(pb) 
Longitud 
espaciador 
(pb) 
Referencia 
MbdR ATACnnnnnnnnnnGTAT 18 10 - 
TetR TCTATCAnTGATAGA 15 1 Orth et al., 2000 
EthR TCAACnnnnnGTCGA 15 5 Engohang-Ndong et al., 2004 
CprB CGGGAnnnTCCAG 13 3 Sugiyama et al., 1998 
Ycdc AACGGTnnnnACAGTT 16 4 (a) 
YbiH TTAATCAAnnnnTTGATTAA 20 4 (a) 
YsiA/Yer0 AATGAATnnnnATTCATT 18 4 (a) 
BC5000 AAACTAATnnnATTAGTTT 19 3 (a) 
PsrA CAAACAnnTGTTTG 14 2 (a) 
PA3133 AGGGCCATTCCnnnnnGGAATGGCCCT 27 5 (a) 
RHA1_ro04212 GGTGAAnnnnnnTTTACC 18 6 (a) 
Rha06780 TCCTACAnnCGTAGAG 16 2 (a) 
DhaS GGACACATnnnnnnATTTGTCC 22 6 Christen et al., 2006 
QacR TTATAGACCGATCGATCGGTCTATAA (2D) 26 0 Schumacher et al., 2002 
CgmR GTAACTGTACCGAnnnnTCGTTACAGTTAC (2D) 30 4 Itou et al., 2005 
HlyIIR TTTAAAnnnnnnnTTTAAA 19 7 Budarina et al., 2004 
EF0787 TTTATnAAAAA 11 1 (a) 
Rha04620 AATCGAAnnnnnTTCGATT 19 5 (a) 
Sco7704 CGAACnnGTTCG 12 2 (a) 
PksA GCGCACnnnnnnnnGTGCGC 20 8 (a) 
RHA1_ro03468 TTGTTTGTnnnACAAACAA 19 3 (a) 
Sco7222 TGGAACGnCGTTCCA 15 1 (a) 
PhaD TTTAGAnnnnnnnnTCTAAA 20 8 (a) 
 
Tabla 8. Regiones palindrómicas reconocidas por diferentes proteínas reguladoras de 
la familia TetR. La tabla refleja las secuencias de DNA palindrómicas reconocidas 
específicamente por varias proteínas de la familia TetR de reguladores transcripcionales en 
las correspondientes regiones operadoras. Los nucleótidos localizados entre las secuencias 
palindrómicas se representan mediante “n”. La longitud total de la secuencia y la del 
espaciador situado entre las secuencias palindrómicas se indica en pares de bases (pb). Los 
palíndromos señalados como 2D son reconocidos por dos dímeros de la proteína reguladora, 
ya que además de ser palindrómicos a lo largo de su secuencia poseen en su interior dos 
palíndromos parciales menos conservados en cada mitad de la secuencia. Las secuencias 
palindrómicas no validadas experimentalmente se identifican como referencia (a) y fueron 
propuestas por Yu et al., (2010). 
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Los reguladores transcripcionales que controlan la expresión de las rutas 
catabólicas de degradación de compuestos aromáticos suelen interaccionar 
específicamente con una molécula inductora que habitualmente es un metabolito 
perteneciente a la propia ruta (para revisión ver Carmona et al., 2008). El 3MBz se 
consideró la primera molécula candidata para ser el inductor del cluster mbd, pero los 
experimentos in vivo de actividad de PB1 (Figura 30A) descartaban esta hipótesis. Dado 
que en la ruta bzd para la degradación anaeróbica de benzoato en Azoarcus sp. CIB 
(López-Barragán et al., 2004) se ha identificado un regulador transcripcional, BzdR, que 
reconoce de forma específica benzoil-CoA, el intermediario metabólico principal de la 
ruta (Barragán et al., 2005), se trató de determinar si el 3-metilbenzoil-CoA podría 
cumplir esta función en el cluster mbd. Mediante experimentos in vivo de expresión de la 
fusión traduccional PB1::lacZ se apuntaba como correcta esta hipótesis (Figura 30B). Con 
el objetivo de corroborar los resultados obtenidos con los sistemas in vivo, se llevaron a 
cabo experimentos in vitro de interacción DNA-proteína entre MbdR y los promotores 
del cluster mbd. Los experimentos de retardo en gel (Figuras 28, 32, 37 y 39), protección 
frente a la digestión por la DNasa I (Figura 29) y transcripción in vitro (Figura 33) 
mostraron que la interacción específica de los promotores con el regulador MbdR se 
impedía específicamente en presencia de 3-metilbenzoil-CoA, pero no en presencia de 
otros análogos tales como fenilacetil-CoA, benzoil-CoA o compuestos no derivados 
como el 3MBz. Aunque se había propuesto que el regulador PhaD de Pseudomonas putida 
KT2442 (también perteneciente a la familia TetR) reconoce un hidroxiacil-CoA como 
inductor (de Eugenio et al., 2010), los estudios realizados en esta Tesis con MbdR y el 3-
metilbenzoil-CoA suponen la primera demostración experimental de la interacción entre 
un regulador de la familia TetR y un compuesto derivado de CoA. 
La inducción de una ruta catabólica central por el intermediario en el que 
convergen distintas rutas periféricas se ha hipotetizado como un mecanismo de control 
adicional que evitaría al expresión de un gran número de genes catabólicos necesarios 
para la degradación de un compuesto aromático por parte de análogos de dicho 
compuesto aromático que no son canalizados hasta dicha ruta central (Carmona et al., 
2009). En el caso concreto que nos ocupa, la inducción de los genes mbd por 3-
metilbenzoil-CoA y no por los sustratos aromáticos que son canalizados hasta este 
intermediario central, por ejemplo m-xileno y 3MBz, evita que otros análogos como 
tolueno y benzoato, puedan activar la ruta mbd de forma gratuita. En Azoarcus sp. CIB 
la ruta periférica de degradación del m-xileno está controlada por un sistema regulador 
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de dos componentes, llamado TdiSR (Blázquez, Tesis Doctoral). La histidín-quinasa 
sensora TdiS detecta el 3-metilbencilsuccinato, primer intermediario de la ruta, y 
fosforila a la proteína reguladora TdiR, la cual actúa como un activador de la 
transcripción de los genes bss-bbs indispensables para el crecimiento de la bacteria en 
anaerobiosis empleando m-xileno (y tolueno) como única fuente de carbono. Los genes 
bss-bbs codifican las actividades enzimáticas necesarias para la conversión, en sucesivos 
pasos, del m-xileno en 3-metilbenzoil-CoA. Cuando se alcanza una concentración 
determinada de 3-metilbenzoil-CoA en el interior de la bacteria, bien sea por la 
degradación del m-xileno o por la activación directa del 3MBz por parte de la proteína 
MbdA, cesa la represión que MbdR ejerce sobre los promotores del cluster mbd, 
permitiendo la expresión de las actividades enzimáticas necesarias para el catabolismo 
anaeróbico del 3-metilbenzoil-CoA y su incorporación al metabolismo central. 
3.3. Modelo de la regulación transcripcional específica del 
cluster mbd 
La integración de los diferentes resultados obtenidos en esta Tesis permite 
proponer un modelo de la regulación transcripcional específica del cluster mbd. Los 
promotores PO y PB1 son los responsables de la transcripción de todos los genes 
catabólicos del cluster mbd. Dado que su activación supone la producción de, al menos, 
23 productos proteicos, su actividad está regulada de forma estricta por el represor 
MbdR. La presencia de 3-metilbenzoil-CoA en la célula permitiría la liberación de MbdR 
de los promotores PO y PB1, los cuales iniciarían la expresión de los genes catabólicos 
mbd, lo que permitiría el catabolismo del 3-metilbenzoil-CoA hasta su incorporación al 
metabolismo central de la bacteria.  
En este circuito regulador, la producción de una cierta cantidad de 3-metilbenzoil-
CoA es clave para iniciar la activación del sistema. La expresión del gen mbdA, 
codificante de la proteína necesaria para la activación del 3MBz y la formación del 
inductor 3-metilbenzoil-CoA, está dirigida por dos promotores, PB1 y PA. La actividad 
del promotor PA ensayada en las mismas condiciones que la del promotor PB1 es unas 20 
veces inferior. Los experimentos de retardo en gel y de protección frente a la digestión 
por DNasa I evidencian que ambos promotores están controlados por MbdR y que las 
interacciones MbdR-PB1 y MbdR-PA tienen lugar con unas Kd similares (~3.7 para PB1 y 
~ 5.9 nM para PA). También se ha observado que una cepa mutante por inserción en el 
gen mbdB1 (Azoarcus sp. CIBdmbdB1), el primer gen del operón mbdB1B2B3B4B5mbdA, 
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es incapaz de crecer anaeróbicamente empleando 3MBz como única fuente de carbono, 
si bien es capaz de utilizar m-xileno. Posteriormente se comprobó que si se 
complementaba la cepa mutante con una construcción que expresaba el gen mbdA el 
fenotipo revertía y la cepa era capaz de crecer de nuevo en 3MBz. Estos resultados 
sugerían que los efectos polares de la mutación en el gen mbdB1 afectaban a la expresión 
del gen mbdA y que la expresión a partir del promotor PB1 es esencial para el crecimiento 
en 3MBz. En este sentido, la transcripción del gen mbdA a partir del promotor PA en 
exclusiva muy probablemente no sea suficiente para proporcionarle a la célula los 
niveles de MbdA necesarios para el crecimiento en 3MBz. Aunque el promotor PA 
posee una secuencia operadora para MbdR muy conservada (Figura 34), mantiene su 
actividad cuando Azoarcus sp. CIB se cultiva anaeróbicamente en fuentes de carbono no 
inductoras, tales como el benzoato (Figura 36). Se podría proponer que el promotor PA 
ha evolucionado para mantener unos niveles basales de expresión del gen mbdA que 
permitan que tras la entrada de 3MBz a la célula se produzca una rápida respuesta a 
nivel regulador, generándose el 3-metilbenzoil-CoA necesario para que MbdR cese su 
represión sobre la expresión de los genes catabólicos necesarios para degradar el 3MBz y 
sobre los genes de transporte (mbdB1-B5) y el propio gen mbdA, lo que facilitaría la 
entrada de más 3MBz al interior celular y su posterior activación a 3-metilbenzoil-CoA, 
favoreciendo el consumo del mismo. En la Figura 53 se esquematiza la situación 
metabólica de la bacteria cuando comienza a entrar 3MBz al citoplasma. La entrada de 
3MBz al interior de la bacteria podría producirse por difusión o de forma facilitada, ya 
que en el cluster mbd se incluyen los genes mbdB12345, codificantes para un presunto 
transportador específico de la familia ABC (ATP-Binding Casette) (Fath y Kolter, 1993; 
Davidson et al., 2008; Kos et al., 2009). La presencia de genes codificantes de sistemas 
transportadores asociados a los clusters para la degradación anaeróbica de compuestos 
aromáticos es muy frecuente en muchos géneros bacterianos, como Azoarcus, 
Aromatoleum, Rhodopseudomonas, Magnetospirillum y Geobacter (para revisión Carmona et al., 
2009). A pesar de este hecho, no se han realizado estudios en profundidad encaminados 
a la caracterización de estos sistemas transportadores.  
Por otro lado, el promotor P3R también parece estar regulado por la propia 
proteína MbdR, ya que su actividad es ligeramente mayor cuando las células se cultivan 
en 3MBz (Figura 38) y se ha demostrado la formación de complejos MbdR-P3R mediante 
ensayos in vitro de retardo en gel (Figura 39). Sin embargo, la afinidad que muestra 
MbdR por el promotor P3R es sensiblemente inferior a la que muestra por PO, PB1 y PA. 
Discusión 
 172 
El promotor P3R posee una posible secuencia operadora de MbdR solapante con la caja -
10, y además dispone de otras cuatro posibles secuencias operadoras situadas aguas 
arriba de la caja -35 (Figura 38C). La caja operadora situada entre las secuencias -10 y -
35 sería necesaria para que MbdR ejerciera un efecto represor sobre su propia expresión, 
tal y como ocurre con muchos otros reguladores, como por ejemplo BzdR, que reprime 
el cluster bzd para la degradación anaeróbica del benzoato y también su propia expresión 
(Durante-Rodríguez et al., 2008). Sin embargo, se desconoce el papel que pueden jugar 
las diferentes cajas operadoras de MbdR localizadas en la región 5´ de P3R, si bien su 
naturaleza degenerada respecto a la secuencia consenso, ATAC-[10 b]-GTAT, sugiere 
que la interacción de MbdR con dichas cajas sólo se produciría a elevadas 
concentraciones de MbdR, lo que facilitaría la autorregulación de la proteína reguladora, 
de tal forma que cuando en la célula hubiera un exceso de regulador bajaría su nivel de 
expresión. El estudio detallado de la autorregulación del gen mbdR y del control del 
promotor PA serán objeto de trabajo en el futuro.  
Figura 53. Esquema del modelo propuesto para la regulación específica de la 
expresión del cluster mbd de Azoarcus sp. CIB cuando la bacteria crece 
anaeróbicamente en 3MBz. (1) El 3MBz entraría en la bacteria mediante difusión o de forma 
facilitada a través del presunto transportador específico MbdB12345. (2) Los niveles basales 
de expresión del gen mbdA a partir del promotor PA (línea roja punteada), harían que una 
cierta actividad 3MBz-CoA ligasa estuviera siempre presente. (3) La proteína MbdA 
produciría suficiente 3-metilbenzoil-CoA, (4), como para desbloquear la represión de los 
genes del cluster mbd por parte de MbdR, (5). La expresión de los genes del cluster mbd 
permititía la incorporación del 3-metilbenzoil-CoA al metabolismo bacteriano, (6), y 
aumentaría la entrada de 3MBz en la célula debido al consumo de 3MBz y a la expresión del 
transportador MbdB1B2345. 
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4. Regulación transcripcional sobreimpuesta del cluster mbd 
Como se ha comentado en la Introducción, las bacterias son capaces de detectar un 
gran número de señales externas que pueden ejercer un papel importante sobre su 
fisiología. Algunas de estas señales, como por ejemplo la presencia/ausencia de oxígeno 
o la existencia de fuentes preferenciales de carbono, tienen una gran repercusión en el 
metabolismo bacteriano. Entre los sistemas que tienen las células para integrar esta 
información y para poder modificar su metabolismo, se encuentran los reguladores 
globales de la transcripción, capaces de ejercer su influencia sobre un gran número de 
clusters catabólicos y de otros reguladores.  
4.1. Papel de la regulación sobreimpuesta en la expresión 
del cluster mbd 
La expresión del cluster mbd está modulada, al igual que en muchos otros clusters 
para el catabolismo de compuestos aromáticos, por la presencia de fuentes 
preferenciales de carbono. El esfuerzo energético necesario para la biodegradación 
anaeróbica de los compuestos aromáticos, sumado a la gran cantidad de productos 
proteicos necesarios, hace que la represión de la expresión de los clusters catabólicos sea 
una herramienta fundamental para que las bacterias ahorren recursos en situaciones en 
los que en el medio está presente la fuente de carbono aromática junto a otra fuente de 
carbono cuya incorporación al metabolismo es más eficiente. Mediante ensayos de 
actividad β-galactosidasa en los que se analizaba la expresión del promotor PB1 en 
Azoarcus sp. CIB, se observó que algunas fuentes de carbono ocasionaban represión 
catabólica sobre el promotor (casaminoácidos, piruvato y ciclohexanocarboxilato) 
mientras que otras no lo hacían (benzoato, alanina y glutarato) (Figura 40). Debido a que 
PO y PB1 son ambos promotores que controlan la expresión de sendos operones 
catabólicos, suponemos que el promotor PO se comportará de forma similar a PB1. Por 
otro lado, mediante experimentos de RT-PCR se demostró que el promotor P3R, que 
dirige la expresión del regulador MbdR, no sufre represión catabólica por parte de 
fuentes de carbono como el piruvato, que sí disminuyen la expresión de PB1 (Figura 41). 
Esta situación en la que los promotores catabólicos son sensibles a la represión por 
catabolito pero los reguladores son insensibles a la misma, es paralela a la observada en 
el cluster bzd de Azoarcus sp. CIB, codificante de la ruta central del benzoil-CoA, en el que 
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el promotor catabólico PN sufre represión pero el promotor del regulador PR no la 
experimenta (López-Barragán et al., 2004; Durante-Rodríguez et al., 2008). 
Las evidencias de las que disponemos hasta el momento no permiten afirmar que 
la represión catabólica sea ejercida de forma directa sobre PB1 y PO. No se puede 
descartar que el promotor PA, encargado de la expresión de la enzima que genera el 
inductor del sistema de regulación específica, sufra también represión por catabolito. Si 
esto fuera así, los efectos observados sobre el promotor PB1 podrían deberse a la 
incapacidad de que cese la represión ejercida por MbdR ante la imposibilidad de 
generación de 3-metilbenzoil-CoA. El papel del promotor PA será objeto de estudio en 
el futuro, pues podría ejercer un papel clave en el control de la expresión de todo el 
cluster mbd. 
En fechas recientes se ha identificado en Azoarcus sp. CIB un sistema regulador de 
dos componentes, AccSR, que parece estar implicado en la represión catabólica de los 
clusters para la degradación anaeróbica de compuestos aromáticos y en concreto de los 
promotores PO y PB1. Un mutante de Azoarcus sp. CIB en el gen accR pierde la capacidad 
de crecimiento en 3MBz, lo que constituye una evidencia de la existencia de una relación 
entre el sistema AccSR y el cluster mbd (Valderrama, Tesis Doctoral).  
Una de las señales ambientales fundamentales para las bacterias anaeróbicas 
facultativas es la presencia o ausencia de oxígeno. Estas bacterias viven en medios en los 
que se producen variaciones en la tensión de oxígeno y por tanto han de responder 
rápidamente expresado unas rutas u otras. El análisis de la expresión de los promotores 
PO, PB1 y P3R mediante experimentos de RT-PCR revela que ésta disminuye en los tres en 
la cepa Azoarcus sp. CIBdacpR en comparación con Azoarcus sp. CIB (Figura 42). 
Experimentos preliminares de expresión in vivo de los promotores PO, PB1, PA y P3R 
parecen corroborar esta observación. La proteína AcpR juega un papel fundamental en 
la expresión del cluster bzd de Azoarcus sp. CIB, actuando como un activador 
imprescindible de la transcripción (Durante-Rodríguez et al., 2006). Sin embargo, el 
control ejercido por AcpR sobre el cluster mbd podría tener lugar de una manera 
diferente. Las fusiones traduccionales PO::lacZ y PB1::lacZ muestran una gran actividad β-
galactosidasa en cultivos aeróbicos de E. coli (~5000 y ~1000 Unidades Miller, 
respectivamente), lo que denota que no existe una dependencia tan estricta de AcpR 
como activador de la transcripción. Además, en los experimentos de transcripción in 
vitro de los promotores PO y PB1 no es necesario añadir AcpR para observar formación de 
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transcrito (Figura 33) y la adición de Fnr* (capaz de sustituir in vitro a AcpR) no 
repercute en unos niveles más elevados de transcripción (datos no mostrados). Además, 
estudios preliminares de interacción DNA-proteína indican que Fnr* no se une de 
forma eficaz a los promotores PO y PB1. 
Al igual que se ha sugerido para la represión por catabolito, el promotor PA podría 
jugar un papel más relevante que el que se le supondría a priori. En el futuro se pretende 
dilucidar la posible interacción de AcpR con PA, fenómeno que explicaría el control 
indirecto de AcpR sobre PO y PB1, puesto que controlaría la expresión de la proteína que 
cataliza la formación del inductor específico de la ruta. 
4.2. Modelo global de la regulación del cluster mbd 
En el apartado 3.3 de la Discusión, se ha propuesto un esquema que explicaría la 
regulación transcripcional a la que estaría sometido el cluster mbd a través del represor 
transcripcional MbdR (Figura 53). Por encima de este sistema de regulación específica 
actuaría una red de reguladores globales que coordinaría la expresión de cluster mbd con 
el estado metabólico general de la bacteria. Como hemos comentado en el apartado 
anterior, en esta Tesis Doctoral se han realizado los experimentos preliminares que 
sentarán las bases para un estudio pormenorizado de la regulación sobreimpuesta por 
parte de la proteína AcpR y de proteínas encargadas de ejercer la represión por 
catabolito, como podría ser el caso de AccR. En la Figura 54 se presenta un esquema de 
los presuntos sistemas reguladores que tendrían influencia sobre la expresión del cluster 
mbd y que han sido estudiados en esta Tesis. 
La evidencia de que una cepa de Azoarcus sp. CIB mutante para el gen acpR es 
incapaz de crecer empleando 3MBz como única fuente de carbono, junto a los datos de 
RT-PCR que muestran que la expresión del cluster mbd a partir de los promotores PO y 
PB1 disminuye en el mutante cuando es cultivado en 3MBz más una fuente de carbono 
que no ocasiona represión catabólica, señala la existencia de una relación entre AcpR y 
el cluster mbd. En ausencia de oxígeno AcpR se comportaría como Fnr (Durante-
Rodríguez et al., 2006), dimerizando y activando la transcripción de PO y PB1. En 
presencia de oxígeno AcpR cambia su conformación, de tal forma que se separan los 
dímeros y son incapaces de realizar su acción sobre los promotores. Debido a los 
experimentos de transcripción in vitro (Figura 33), en los que se forma transcrito a partir 
de PO y PB1 en ausencia de AcpR, este activador no sería estrictamente necesario para la 
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expresión del promotor, por lo que cabe la posibilidad de que active a PO y PB1 a través 
de otra proteína reguladora. Como se puede observar en el esquema, también se 
desconoce si AcpR podría influir sobre PA, en cuyo caso, bastaría para modular la 
expresión de todo el cluster, puesto que se vería afectada la producción del 3-
metilbenzoil-CoA necesario para el cese de la represión ejercida por MbdR y consentir 
así la transcripción de todos los genes mbd a unos niveles que permitan el uso del 3MBz 
como única fuente de carbono. 
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Figura 54. Esquema general de los diferentes niveles de regulación, que han sido 
estudiados en esta Tesis, de la expresión del cluster mbd de Azoarcus sp. CIB cuando 
la bacteria crece anaeróbicamente en 3MBz. En la mitad superior de la figura se muestra 
un resumen de la regulación específica mostrada en la Figura 53. En la mitad inferior de la 
figura se muestra la regulación sobreimpuesta dependiente de la presencia/ausencia de 
oxígeno y la represión por catabolito. Las flechas verdes indican activación de la 
transcripción, mientras que los martillos rojos señalan represión de la transcripción. Las 
flechas/martillos de línea continua indican una relación directa que se ha comprobado 
experimentalmente. Las flechas verdes punteadas implican la existencia de una relación 
entre la proteína y la expresión de los promotores, pero se desconoce si esta relación es 
directa o mediada por otras proteínas. Los martillos rojos punteados señalan la represión 
catabólica de PB1 y, muy probablemente de PO, debido a que en los estudios realizados la 
expresión de ambos promotores se modula en paralelo. Los interrogantes situados sobre 
flechas/martillos que apuntan al promotor PA indican posibles activaciones/represiones de su 
expresión que han de ser estudiadas en profundidad. Los rectángulos morados representan 
a la proteína AcpR. La elipse naranja representa a la proteína encargada de ejercer la 
represión catabólica, posiblemente AccR. En el caso de que el represor encargado de mediar 
la represión catabólica fuera AccR, estaría asociado a a la histidín-quinasa sensora AccS, 
recuadro naranja, que estaría encargada de la transducción de la señal desencadenada por 
la existencia de una fuente de carbono preferencial, en el esquema el piruvato, a través de 
una fosforilación. 
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Por otro lado, los estudios preliminares que analizan la influencia de diferentes 
fuentes de carbono sobre la expresión del promotor PB1 en Azoarcus sp. CIB (pIZPB1) 
sugieren su represión por parte de fuentes de carbono fácilmente asimilables por la 
bacteria como, por ejemplo, el piruvato. Dado el comportamiento similar de PO y PB1 en 
los ensayos de interacción proteína-DNA in vitro y a que ambos regulan la expresión de 
genes catabólicos, suponemos que ambos se comportarán de forma similar ante la 
represión por catabolito. También sabemos que P3R no se ve afectado por este tipo de 
regulación sobreimpuesta. Al igual que sucede con el circuito regulador dependiente de 
oxígeno, el papel de PA en este esquema permanece como una incógnita que esperamos 
desvelar en el futuro. El trabajo realizado por Valderrama en su Tesis Doctoral (en 
preparación) ha permitido la identificación de un sistema regulador de dos componentes 
AccRS que podría ser el encargado de ejercer la represión catabólica en los clusters para la 
degradación de compuestos aromáticos en Azoarcus sp. CIB. Este sistema reconocería 
una señal celular derivada de la presencia de piruvato en el medio de cultivo a través de 
una histidín-quinasa sensora (AccS) que se autofosforilaría y a su vez fosforilaría al 
represor transcripcional AccR, activándolo y permitiéndole así realizar su función. 
Así pues, en ausencia de represores catabólicos la proteína AccR no estaría activa, 
por lo que no estaría unida a los promotores catabólicos del cluster mbd. Si en esta 
situación no hay oxígeno presente, AcpR de forma directa o indirecta, facilitaría la 
expresión de los promotores del cluster, de tal forma que se podrían producir unos 
pequeños niveles de MbdA a partir de la expresión basal de PA y PB1. La proteína 
producida sería suficiente para activar 3MBz a 3-metilbenzoil-CoA, que interactuaría 
con MbdR para que dejara de reprimir a los promotores del cluster. De esta forma, se 
expresarían los restantes genes mbd, junto a mbdA, y se desarrollaría toda la ruta hasta la 
incorporación de las moléculas alifáticas derivadas del 3-metilbenzoil-CoA al 
metabolismo central de la bacteria, permitiendo su crecimiento. 
5. Posible transferencia del cluster mbd 
Como hemos podido comprobar en apartados anteriores, las proteínas implicadas 
en la ruta mbd muestran similitud con las proteínas que cumplen una función similar en 
el metabolismo de compuestos aromáticos de microorganismos pertenecientes a 
diferentes géneros bacterianos como Azoarcus, Thauera, Magnetospirillum y 
Rhodopseudomonas. Este hecho podría deberse a un hipotético origen del cluster mbd a 
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partir de la transferencia horizontal de diferentes genes o grupos de genes procedentes 
de bacterias pertenecientes a otros grupos taxonómicos. El análisis del CAI (Codon 
Adaptation Index; Sharp y Li, 1987) de los genes mbd (ver el apartado 9.1 de Materiales y 
Métodos) permite inferir el grado de adaptación del cluster al genoma del microorganismo 
(Sharp y Li, 1987). Según este índice, los valores próximos a 1 revelan una mayor 
identidad en el uso de codones entre el gen analizado y el uso de codones inferido para 
todas las ORFs del genoma. 
La Tabla 9 muestra el CAI de los genes mbd en comparación con la frecuencia de 
uso de codones de las ORFs de todo el genoma de Azoarcus sp. CIB, así como el 
contenido en G+C de cada uno de ellos. Teniendo en cuenta que el %GC de las 
regiones codificantes de Azoarcus sp. CIB es de un 66.01%, podemos observar que 
Nombre CAI %GC Función predicha 
orf9 0.428 57.1 Ruta baja: enoil-CoA hidratasa.  
orf8 0.391 56.9 Acil-CoA deshidrogenasa 
orf7 0.463 59.1 Acil-CoA deshidrogenasa 
orf6 0.443 58.1 Acetil-CoA hidrolasa/transferasa  
orf5 0.477 59.1 Posible (metil)-glutaril-CoA deshidrogenasa 
korB2 0.681 64.3 KGOR subunidad β 
korA2 0.691 64.9 KGOR subunidad α 
mbdM 0.434 50.8 Ferredoxina 
mbdW 0.479 60.4 (metil)-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA hidratasa 
mbdY 0.663 62.5 (metil)-6-oxociclohex-1-eno-1-carbonil-CoA hidrolasa 
mbdX 0.610 63.5 (metil)-6-hidroxicilohex-1-eno-1-carbonil-CoA deshidrogenasa 
orf4 0.576 59.6 Ruta baja: enoil-CoA deshidrogenasa.  
orf3 0.624 61.0 Ruta baja: enoil-CoA hidratasa.  
orf2 0.546 61.4 Ruta baja: β-cetotiolasa.  
orf1 0.617 56.0 Amidohidrolasa 2 
mbdP 0.487 55.5 3-metilbenzoil-CoA reductasa, subunidad δ 
mbdQ 0.507 58.4 3-metilbenzoil-CoA reductasa, subunidad α 
mbdN 0.493 52.7 3-metilbenzoil-CoA reductasa, subunidad γ 
mbdO 0.456 51.7 3-metilbenzoil-CoA reductasa, Subunidad β 
mbdB1 0.582 60.4 Transportador ABC, subunidad periplásmica  
mbdB2 0.507 57.5 Transportador ABC, subunidad transmembrana  
mbdB3 0.574 59.2 Transportador ABC, subunidad transmembrana  
mbdB4 0.519 60.4 Transportador ABC, subunidad ATPasa  
mbdB5 0.518 59.5 Transportador ABC, subunidad ATPasa  
mbdA 0.499 56.2 3MBz-CoA ligasa 
mbdR 0.452 49.1 Regulador transcripcional 
Tabla 9. Comparación del uso de codones de los diferentes genes del cluster mbd con 
el uso de codones promedio del genoma de Azoarcus sp. CIB. La Tabla resume el valor 
del CAI (Codon Adaptation Index; Sharp y Li, 1987), calculado según se detalla en el 
apartado correspondiente de Materiales y Métodos, para cada gen del cluster mbd, tomando 
como referencia la tabla de uso de codones de todas las orf codificantes de Azoarcus sp. 
CIB. También se detalla el contenido en G+C (%). El valor de G+C medio en las orfs 
codificantes de Azoarcus sp. CIB es de un 66.01 %. Como información complementaria se 
detalla también la función predicha para cada gen en la ruta mbd. Los genes para los que no 
se ha hipotetizado su función en la ruta mbd aparecen en blanco. 
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todos los genes del cluster mbd se encuentran por debajo de este valor y oscilan entre un 
49.1% (mbdR) y un 64.9% (korA2). 
Además, dado que los valores del CAI para los distintos genes mbd son 
significativamente inferiores a los calculados para otros genes de Azoarcus sp. CIB (cuyo 
CAI es superior a 0.760) parece lógico asumir que el cluster mbd de Azoarcus sp. CIB 
procede de otro genoma diferente (perteneciente a un microorganismo con un 
contenido en G+C inferior al de las cepas de los géneros Thauera/Azoarcus) y que habría 
sido adquirido por la cepa CIB mediante un proceso de transferencia horizontal de 
DNA. En este sentido, resultados recientes obtenidos tras el ensamblaje del genoma de 
Azoarcus sp. CIB revelan que el cluster mbd se localiza en un elemento integrativo/ 
conjugativo (elemento XTD) que incluiría también al cluster bss-bbs (codificante de la ruta 
periférica del tolueno/m-xileno). El análisis del CAI y del contenido en G+C de los 
genes del cluster bss-bbs (Blázquez, 2009) muestra que estas ORFs están más adaptadas al 
uso de codones de Azoarcus sp. CIB que las del cluster mbd. El contenido medio en G+C 
de los genes bss-bbs es de 62.27% frente a un 58.28% del cluster mbd y a un 66.01% de 
todos los ORFs de Azoarcus sp. CIB. Por otro lado, los genes bss-bbs presentan un valor 
medio de CAI de 0.650, superior a la media de los genes mbd (0.528) pero inferior al que 
presentan otros genes de Azoarcus sp. CIB (superiores a 0.760). Este disparidad en los 
valores de CAI de los clusters bss-bbs y mbd podría sugerir que el cluster bss-bbs pasó a 
integrarse en el elemento XTD procedente de una especie cercana a Azoarcus sp. CIB. 
Una posibilidad es que el elemento XTD portador del cluster bbs-bss se integrara en el 
genoma de una especie del género Azoarcus o afín como Thauera, aportándole la 
capacidad de crecer en tolueno, ya que para el crecimiento en esta fuente de carbono no 
se requiere la ruta mbd, sino que entra en juego la ruta central del benzoil-CoA presente 
en diferentes cepas de los géneros Azoarcus/Aromatoleum, ubicada otra región del 
genoma y cuyos genes evidencian una larga permanencia en la bacteria puesto que 
presentan algunos de los valores de CAI más altos. A. aromaticum EbN1, por ejemplo, 
presenta la ruta central bzd para la degradación del benzoil-CoA y la ruta periférica bss-
bss que le permiten degradar tolueno (Kube et al., 2004), pero es incapaz de degradar m-
xileno, y lo mismo le ocurre a T. aromatica (Leuthner y Heider, 2000). Mediante procesos 
de transferencia horizontal el elemento XTD pudo traspasarse a una bacteria 
perteneciente a un género diferente de Azoarcus o Thauera y que presentaría un 
porcentaje de G+C sensiblemente inferior, en este punto el elemento adquiriría el cluster 
mbd. En un proceso posterior, el elemento XTD pudo ser transferido a Azoarcus sp. CIB 
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aportándole la capacidad de crecimiento en 3MBz y m-xileno, dado que en ausencia de la 
ruta mbd la bacteria es incapaz de degradar el m-xileno pero sí desarrolla su ruta 
periférica activándolo hasta 3-metilbenzoil-CoA. 
Este tipo de elementos génicos móviles constituye un sistema muy eficaz para la 
transferencia horizontal de información entre diferentes cepas bacterianas. El elemento 
XTD de Azoarcus sp. CIB es el primero que se describe capaz de conferir la capacidad 
de utilizar anaeróbicamente hidrocarburos aromáticos como el tolueno y el m-xileno, 
mas su caracterización detallada está siendo objeto de estudio en la actualidad. 
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El trabajo descrito a lo largo de esta Tesis Doctoral ha dado lugar a las siguientes 
conclusiones: 
 El cluster mbd, responsable de la activación del 3MBz y de la degradación 
anaeróbica del 3-metilbenzoil-CoA en Azoarcus sp. CIB, se ha identificado y 
caracterizado. De esta forma se ha descrito una nueva ruta central para el 
catabolismo anaeróbico de compuestos aromáticos que no había sido identificada 
hasta la fecha en ningún microorganismo. 
 El cluster mbd se organiza en, al menos, cuatro operones: 
a) Un operón que agrupa a los genes catabólicos de la ruta central y, 
posiblemente, de la ruta baja (mbdO-orf9), controlado por el promotor PO. 
b) Un operón que codifica un presunto sistema de transporte 
(mbdB1B2B3B4B5) y el gen catabólico mbdA que interviene en la 
activación del 3MBz (ruta periférica), controlado por el presunto 
promotor PB1. 
c) Un operón catabólico que contiene en exclusiva el gen mbdA, controlado 
por el promotor PA. 
d) Un operón monocistrónico que contiene el gen regulador mbdR, 
controlado por el promotor P3R. 
 El producto del gen mbdA, responsable de la ruta periférica de activación del 
3MBz a 3-metilbenzoil-CoA, es la primera 3MBz-CoA ligasa descrita, y define un 
nuevo grupo de proteínas CoA-ligasas de ácidos aromáticos emparentado con el 
de las benzoato-CoA ligasas. 
 Se ha caracterizado la actividad 3-metilbenzoil-CoA reductasa, que estaría 
codificada por los genes mbdONQP y supone el paso clave de la degradación 
anaeróbica del 3-metilbenzoil-CoA puesto que es la actividad encargada de la 
reducción de su anillo aromático. La reductasa MbdONQP representa un nuevo 
subgrupo de reductasas que presenta similitud con las benzoil-CoA reductasas 
dependientes de ATP y cuyo sistema de regeneración de poder reductor estaría 
constituido por la ferredoxina MbdM y la α-cetoglutarato óxido-reductasa 
bicomponente KorA2B2. 
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 La proteína MbdW purificada es una metil-ciclohexa-1,5-dieno-carbonil-CoA 
hidratasa responsable del primer paso de la β-oxidación modificada del 
compuesto alicíclico producto de la reducción del 3-metilbenzoil-CoA. 
 El gen mbdR codifica un regulador transcripcional de la familia TetR que reprime 
la expresión de los cuatro operones del cluster mbd en ausencia de inductor. 
 El represor transcripcional MbdR purificado interactúa con una región operadora 
palindrómica solapante con la de reconocimiento por parte de la subunidad σ70 de 
la RNA polimerasa en los promotores PO, PB1, PA y P3R. 
 El 3-metilbenzoil-CoA es la molécula inductora responsable de la activación de 
los promotores del cluster mbd mediante su interacción con MbdR, el primer 
miembro de la familia TetR que tiene como molécula inductora un compuesto 
aromático derivado de CoA. 
 La expresión de los genes catabólicos mbd está sometida a represión catabólica 
cuando Azoarcus sp. CIB se cultiva en fuentes de carbono preferentes (ácidos 
orgánicos). Esta regulación sobreimpuesta actúa al menos sobre el promotor 
catabólico PB1 y parece no actuar sobre el promotor regulador P3R. 
 Otro sistema de regulación sobreimpuesta que responde a la presencia/ausencia 
de oxígeno controla la actividad de los promotores PO, PB1 y P3R, y está mediado, 
de forma directa o indirecta, por el activador transcripcional AcpR. 
 El análisis del contenido en G+C y el uso de codones de los genes mbd, así como 
la localización de éstos en un elemento integrativo/conjugativo, sugiere su 
adquisición por Azoarcus sp. CIB mediante transferencia génica horizontal y 
como un mecanismo de adaptación a nuevas fuentes de carbono tales como m-
xileno y 3MBz. 
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